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‘ber die scheinbare Stickstoffassimilation keimender Erbsen. 


(Die Anwendbarkeit der Kjeldahl-Methode bei biologischen 
Stickstoffassimilaiionsversuchen.) 
Von 
Elizabeth M. Smyth und P. W. Wilson. 


(Herman Frasch-Stiftung fiir Agrikulturchemie. Mitteilung Nr. 97. Aus dem 
Laboratorium der agrikulturbakteriologischen und agrikulturchemischen 
Abteilungen, Universitat Wisconsin USA.) 

(Eingegangen am 22. August 1935.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. Stickstoffassimilation keimender Erbsen. 


Die rage, ob griine Pflanzen fahig sind, elementaren Stickstoff 
aus der Atmosphare zu assimilieren, ist seit den friiheren Arbeiten von 
Boussingault, Lawes und Gilbert, Ville und anderen heftig diskutiert 
worden. Landwirtschaftliche Forschungsarbeiten friiherer Zeiten be- 
tonen nachdriicklich, dab Hiilsenfriichte sich von anderen Pflanzen 
dadurch unterscheiden, daB sie in Abwesenheit von zugefiigtem Stick- 
stoff wachsen. 

Da keinerlei Erfahrungen der Landwirtschaft darauf hindeuten, 
daB sich Nicht-Hiilsenfriichte ohne gebundenen Stickstoff entwickeln 
kénnen, scheint es, daB diese Arten keine Assimilationsfaihigkeit fiir 
Stickstoff besitzen. 

Vita und Mitarbeiter (21) (22) (23) (25) haben neuerdings berichtet, 
daB keimende Samen von Erbsen, Lupinen und Pferdebohnen die 
Fahigkeit besitzen, atmosphirischen Stickstoff unter verschiedenen 
Versuchsbedingungen ohne Hilfe von Bakterien zu assimilieren. Zum 
Eintritt dieser Keimung ist die Anwesenheit von: 1. einer Atmosphare 
mit hoher CO-Konzentration, 2. verdiinnten Lésungen von Alkaloiden 
und Glucose, und 3. verdiinnten Lésungen von K,SO,, MnsS0O,, 
Fe, (SO,), oder MgSO, notwendig. 

Mit Erhéhung der Alkaloidkonzentration wuchs der Stickstoffgehalt 
der keimenden Samen. Das Wachstum ging ebenso schnell im Dunklen wie 
im Hellen vor sich, und war unabhangig davon, ob die Samen in geschlossenen 
Behaltern oder bei Luftzutritt aufbewahrt wurden. Interessant an diesem 
Experiment war, da der Stickstoffgehalt bis zu einem Maximum (nach 
8 bis 10 Tagen) wuchs und dann wieder langsam abfiel. Nach Vitas Theorie 
wird die Stickstoffaufnahme der Einwirkung von Alkaloiden auf ein spezi- 
fisches Enzym, welches sie Azoligase nennt, zugeschrieben, und nachdem eine 
bestimmte Stickstoffmenge aufgenommen worden ist, wird durch die Wirkung 
eines anderen Enzyms elementarer Stickstoff freigemacht. Vitas letzter 
Bericht (24) behandelt den Einflu8 der Temperatur auf diesen ProzeB. Sie 
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fand, daB die Aufnahme von elementarem Stickstoff gering war, wenn die 
Keimungstemperatur unter 8°C lag, wahrend das Aufnahmemaximum bei 
Temperaturen zwischen 10 bis 15° lag. Oberhalb 15° waren die Resultate 
verschieden, sie schwankten je nach den Samen und den angewandten 
stimulierenden Zusatzen. 

Eine Bestatigung der Arbeiten Vitas erschien 1934 in einer Veréffent- 
lichung von Haritantis (11). Die Einzelheiten seinerV ersuche waren im wesent- 
lichen die gleichen wie die Vitas. Er benutzte als Stimulans die Alkaloide 
Brucin und Strychnin. Seine Ergebnisse waren alle positiv, d. h. Anwachsen 
des Stickstoffgehalts in den behandelten Samen zum Unterschied von den 


unbehandelten. 


Tabelle 1. EintluB der Keimung aut den Stickstoffgehalt von 
Alaska-Erbsen. 








Zunahme * Verlust * Zunahme * Verlust * 
Behandlungsart Durch- Durch-] Behandlungsart Durch- Durch- 
Nr, schnitt Nr, schnitt Nr. schnitt Nr, schnitt 
0/, 0), Oo Vo 
r 
Wasser allein . | 20 0.107 | 7 0,107] Coffein. . . . 33/'0,1905 |) 21 0,079 
Salze. . ...) 9/0,165 | 9 | 0,176] Strychninnitrat 190,100 | 5 0,042 


Anfangsstickstoffgehalt — 3,24 °,. 
* Anwachsen oder Abfallen des Stickstoffgehalts (nach Ajeldah/ bestimmt) bezogen auf 
getrockneten Samen. 


1933 wurde von Orcutt, Shannon und Wilson (17) der Versuch 
gemacht, mit Alaska-Felderbsen die Arbeit von Vita zu_bestatigen. 
In Vorversuchen wurde gezeigt, daB bei Gegenwart von Baumwolle 
oder durch Sterilisation der Stickstoffgehalt der Erbsen nicht ge- 
andert wurde, und daB der Stickstoffgehalt in den einzelnen Proben 
starken Schwankungen unterworfen war, auch wenn auf Auswahl 
gleicher Proben sorgfiltig geachtet wurde. Dieser Schwankungen 
wegen wurden viele Proben, die bei den einzelnen Behand- 
lungen erhalten wurden, zu den folgenden Versuchen verwandt; da- 
durch wurde eine statistisehe Auswertung der Ergebnisse erméglicht 
und Schwankungen, die durch die Probe selbst hervorgerufen waren, 
konnten eliminiert werden. 

15 Proben wurden jeweils einer besonderen Behandlung unterworfen. 
Davon wurden je 5, nach 7, 11 und 13 Tagen analysiert. Die Erbsen wurden 
in einigen Fallen mit HgCl, und NaOCl sterilisiert, in anderen mit der 
von Vita beschriebenen Brommethode. 2!'/, g Erbsen wurden in sterile 
Petri-Schalen eingewogen, sterilisiert und aseptisch in sterile 800 cem- 
Kjeldahl-Kolben gebracht, die eine kleine Menge Watte enthielten. Dann 
wurden Alkaloid- oder Salzlésungen hinzugegeben, und zwar jeweils 50 ccm 
mit den bei Vita angegebenen Konzentrationen. Wasserkontrollen, d. h. 
mit dest. H,O iibergossene Erbsen, wurden zu jedem Versuch angesetzt. 
Man lieB die Erbsen bei Zimmertemperatur (etwa 25°) keimen. Der Stick- 
stoffgehalt der angewandten Alkaloidlé6sungen wurde bei den Ergebnissen in 
Rechnung gestellt. 
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Eine statistische Ubersicht iiber die Analysen von 42 Kontrollen 
und 155 Erbsenproben, die auf vier verschiedene Arten behandelt wurden, 
zeigt keinen Hinweis auf Stickstoffassimilation. In keinem Falle fand 
man eine Zunahme des Stickstoffgehaltes auBerhalb der Fehlergrenzen. 
Typische Ergebnisse enthalt Abb. 1; die ausgezogene Linie bezeichnet 
den Mittelwert des Stickstoffgehalts! der getrockneten Samen, und die 
gestrichelten Linien geben denjenigen Stickstoffgehalt an, der um 
das Doppelte der mittleren Abweichung tuber oder unter dem 
durchschnittlichen Stickstoffgehalt von 5 Proben liegt.  Es_ ist 
deutlich zu sehen, daB Ge- 
winn und Verlust unbe- P+ Coffein 
deutend sind. Wenn man wl 1 a 7 
aber die Falle, in denen eae - | in | q 
ein Anwachsen des Stick- sa | | 1H 4 ee H 
stoffgehalts festzustellen ist, 200 He | 1 thd 
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ciieaaes ¥ ee ia : Abb. 1. EinfluB von Alkaloiden auf den Stickstoff- 
wesenheit der stimulierenden iki Maaeaied. aiemmaniieliniel 
Zusatze (oder auch des destil- 

lierten Wassers allein) wahrend der Keimung ansteigt; aber wenn 
trockene Samen von stark verschiedenem Stickstoffgehalt verglichen 


werden, ist dieses Ansteigen nicht deutlich erkennbar (Tabelle I). 


Dieser Gesichtspunkt fand in unmittelbarem Gedankenaustausch mit Fri. 
Vita? weitere Bestatigung. Nach ihren Erfahrungen hangt die Fahigkeit zur 
Stickstoffassimilation scheinbar mit dem anfanglichen Stickstoffgehalt zu- 
sammen; und gewisse Sorten zeigen diese Erscheinung nicht immer. Sie 
stellte weiterhin fest, daB die Schwankung im Stickstoffgehalt bei den von 
uns verwendeten Samen viel gréBer sei als bei den von ihr benutzten Erbsen- 
proben, und stellte uns freundlicherweise Samenproben zur Verfiigung, die 
sich in ihren Versuchen zur Stickstoffassimilation befahigt erwiesen hatten. 


! Der in dieser Arbeit angegebene Stickstoffgehalt bezeichnet den durch 
die Kjedahl-Methode erfaBbaren scheinbaren Stickstoffgehalt, welcher nicht 
immer dem wahren Stickstoffgehalt entspricht, wie spaéter noch dargelegt 
wird. — * Die Autoren danken Frl. Vite fiir ihre freundliche Mitwirkung 
bei diesen Versuchen. Die Untersuchung wurde durch die freundiche 
Uberlassung von bisher unver6éffentlichten methodischen Einzelheiten eben- 
so wie durch die Herausgabe von Saatproben, die Vite in ihren eigenen 
Versuchen benutzt hatte, sehr erleichtert. 


1* 
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SchlieBlich machte sie uns noch auf den EinfluB der Temperatur bei der 
Keimung aufmerksam. 

Die Experimente wurden dann unter den von Frl. Vita als besonders 
wichtig erkannten Gesichtspunkten durchgefiihrt. Eine Bestatigung 
ihrer Arbeit erschien uns im Hinblick auf die Bedeutung ihrer Befunde 
fiir das allgemeine Problem der Stickstoffassimilation durch Hiilsen- 
friichte wiinschenswert. Dabei konnten méglicherweise einige Tatsachen 
einer Klarung zugefiihrt werden, so z. B. 1. die Unfahigkeit von Rhi- 
zobia, auBerhalb der Wirtspflanze Stickstoff aufzunehmen (27); 2. es 
konnte endgiiltig geklart werden, ob griine Pflanzen auf nicht- 
symbiotischem Wege Stickstoff assimilieren kénnen, und 3. Klarung 
des Assimilationsmechanismus von Hiilsenfriichten, d.h. der stimu- 
lierenden Wirkung der Bakterien, welche die den Hiilsenfriichten 
innewohnende Fahigkeit zur Stickstoffassimilation anregt. 


Experimenteller Teil. 
Methedisches. 
Sterilisation. 

1. Die Erbsen wurden mit 70°,igem Alkohol in sterile Petr?-Schalen 
gespult, mit HgCl, unter Vakuum 15 Minuten behandelt, mit gleichen Teilen 
NaOCl (3,5 °,) und Borséurelésung (gesattigt) 10 Minuten bedeckt, viermal 
mit sterilem destilliertem Wasser gewaschen, und dann in einen sterilen 
Kjeldahl-Kolben (800 cem) iibergefiihrt, der ungefahr | g Watte enthielt. Dann 
wurden die gewiinschten Mengen der sterilen Alkaloid- oder Salzlésungen 
hinzugefiigt und der Kolben mit einem sterilen Wattepfropfen verschlossen. 

2. Versuch wie oben unter Fortlassung der HgCl,-Behandlung. 

3. Die Erbsen wurden zuerst 20 Minuten mit gesattigtem Bromwasser 
behandelt, zweimal mit sterilem destilliertem Wasser gewaschen, getrocknet, 
unter eine Glasglocke gestellt, unter die 2 Stunden lang Bromdampfe und 
schlieBlich filtrierte Luft geleitet wurden. Alsdann wurden die Erbsen asep- 
tisch in die Kjeldahl-Kolben iibergefiihrt. Diese Methode wurde von Vita 
angewandt. 

4. Nach der Bromwasserbehandlung wurden die Erbsen in sterile 
Kjeldahl-Kolben gefiillt, die eine kleine Menge Baumwolle enthielten. Durch 
12 soleher Kolben, die zu einer Serie zusammengefaBt wurden, saugte man 
mit Hilfe einer Vakuumpumpe 2 Stunden lang Bromdimpfe. Die Erbsen 
wurden dann in den Kolben iiber Nacht mit filtrierter Luft gewaschen. 
Diese Methode ist im wesentlichen die gleiche wie die von Haritantis 
benutzte. 

Keimung. 


In denersten Experimenten lieBen wir die Erbsen bei Zimmertemperatur 
{1 bis 2 Tage) keimen, brachten sie dann in einen dunklen Raum, dessen 
Temperatur zwischen 10 und 20° gehalten wurde. Die Temperatur wurde 
durch einen Thermographen registriert. Die eine Halfte der Proben wurde 
nach 7 Tagen, die andere nach 14 Tagen untersucht. 

Bei den spateren Versuchen wurden die Kolben mit den Erbsenproben 
sofort nach der Sterilisation in ein Gewachshaus in diffuses Licht gebracht, 
wo die Temperatur zwischen 10 und 15° reguliert werden konnte. 
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Analyse. 


1. In Ubereinstimmung mit der offiziellen Kje/dahl-Methode (16) zur 
Bestimmung des Gesamtstickstoffs wurden 50cem konz. H,SO,, 10g 
wassertreies Na,SO, und ein Kristall CuSO, .5 H,O zu der Analysenprobe 
gefiigt, bis zum Klarwerden auf kleiner Flamme erhitzt und dann noch 
eine Stunde lang weiter erhitzt; der Riickstand wurde mit 200 cem H,O 
verdiinnt, ein geringer UberschuB 55°,iger NaOH (80 ccm) hinzugefiigt 
und das Ammoniak in n/5 H,SO, iiberdestilliert. Die iiberschiissige Saure 
wurde mit n/14 NaOH titriert. 

2. Die offizielle Methode wurde in folgender Weise abgeindert: Nach 
der AufschlieBung wurde die Probe mit 50 cem H,O verdiinnt und in einen 
250 cem-Erlenme yer-Kolben gespiilt. Die L6sung wurde iiber Nacht in einen 
Brutschrank von 30° gestellt und dann in einem MeBkolben auf 200 cem 
aufgefiillt. Fiir die Destillation wurden 50 cem dieser verdiinnten Lésung mit 
einem geringen Uberschu8 55° igem NaOH (25 cem) versetzt und das 
NH, in n/14 H, SO, destilliert, die iiberschiissige Saure wurde mit n/14 NaOH 
zuriicktitriert. Die Vorteile dieser Methode sind: 1. Kontrollbestimmungen 
konnen durchgefiihrt werden; 2. es wird eine kleinere Menge 55 °,iger NaOH 
benétigt, und 3. das NH, wird in n/14 H,SO, aufgefangen, statt in n/5. 

3. Nitrate enthaltende Proben wurden vor dem AufschluB nach dem 
Verfahren von Davisson-Parsons (4) mit Devardascher Legierung reduziert. 

4. Anstatt des gewoéhnlichen Saéureaufschlusses wurden zu der Probe 
40cem einer H,PO, H,SO,-Mischung (2 Teile H,PO, auf 3 Teile 
H,SO,) und 15 cem 30°%iges HO, hinzugefiigt, dazu 15 cem H,O, l0g 
Na, SO, und ein Kristall CuSO, .5 H,O. Das Wasser wird abgedampft und 
der Riickstand aufgeschlossen und in der iiblichen Weise behandelt. 

Der in den Strychninnitratlésungen enthaltene NO,-Gehalt ist immer 
sehr gering: da in den Versuchen nur 10 cem dieser Lésung angewandt 
wurden, wurde auf eine Reduktion dieser Nitrate verzichtet, da sie keinen 
bedeutenden Analysenfehler verursachen. Die Stickstoffmenge, die in 
den Alkaloidlésungen enthalten ist, wurde von dem Gesamtstickstoff 
gehalt der Proben subtrahiert. Experimentell wurde festgestellt, daB von 
dem Alkaloidstickstoff 85 bis 95°, mit Hilfe der verschiedenen Methoden 
bestimmt werden kénnen. 

Versuch I. 40 Proben mit je 13 Erbsen (Sorte ,,Surprise‘‘) wurden so aus- 
gewahlt, daB das Gewicht zwischen 2,4 und 2,5¢ lag. Die Erbsen wurden nach 
der Methode | (HgCl, und NaOC]) sterilisiert und dann in 800 cem Kyeldahl- 
Kolben iibergefiihrt. In 10 dieser Kolben gab man je 50ccm einer 0,5°/ ),igen 
Strychninnitratlésung, in die zweiten 10 Kolben je 50ccm einer 1,5°/ , igen 
Strychninnitratlésung, zu weiteren 10 Kolben je 50cem einer 0,5°/g igen 
Coffeinlésung und zu den restlichen 10 Kolben je 50cem dest. Wasser. 
Die Erbsen keimten bei Zimmertemperatur und wurden dann in einen kiihlen, 
finsteren Raum gebracht. In der ersten Woche schwankte die Temperatur 
zwischen 12 und 15° C und wahrend der zweiten zwischen 10 und 16° C. Nach 
7 Tagen hatten alle Erbsen gut entwickelte Wurzeln von '/, bis 8 em Lange, 
aber nur die Wasserkontrollen zeigten Sché8linge. Nach 14 Tagen hatten 
die mit Coffein behandelten Erbsen noch keine Sché6Blinge, waihrend die 
anderen Erbsen Stiele von 1 bis 6em Lange aufwiesen. 

Nach 7 und 14 Tagen wurde der Gesamtinhalt von 5 Kolben jeder 
Behandlungsart auf seinen Stickstoffgehalt nach Methode | (offiziell), die 
Nitrat enthaltenden Proben nach Methode 3 (Davisson-Parsons) untersucht. 
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Zu gleicher Zeit wurden von 10 Proben unbehandelter und ungekeimter 
Erbsen Analysen gemacht. 

Versuch 2. 46 Erbsenproben (,,Surprise*) wurden abgewogen und nach 
Methode 3 (Brom) sterilisiert, alsdann in Kjeldahl-Kolben iibergefiihrt. In je 
einen Kolben wurden 25 cem der in Versuch | benutzten Alkaloidlésungen 
gegeben (im ganzen 10), in die anderen wurde Wasser gegeben. Von den 
Wasserkontrollen wurden 6 sofort untersucht, wahrend die anderen 40 Erbsen- 
proben in einem kalten Raum keimten. Die Temperatur in diesem Versuch 
war durehschnittlich héher als in dem vorhergehenden, etwa zwischen 
14 und 18° C in den ersten 7 Tagen, und zwischen 18 und 20° C in den letzten 
7 Tagen. Infolge dieser leichten Temperatursteigerung waren die Pflanzen 
besser entwickelt. Nach 7 Tagen hatten alle Erbsen Stiele, die mit Coffein 
behandelten Proben hatten solche von !/, bis 1'/, em Lange und die mit 
Wasser behandelten Erbsen solche von 1 bis 7 em Lange. Wahrend der 
nichsten 7 Tage wuchsen die Pflanzen von 4¢m (Coffein) bis 24em (dest. 
Wasser). Bestimmungen mit Hilfe der Methode 1 wurden nach 7 und 
14 Tagen gemacht. Weiterhin wurden Analysen von 11 Proben unbehandelter 
Erbsen, von 5 Proben, denen steriles Wasser und Baumwolle zugefiigt wurde, 
und von 6 nach Methode 1 sterilisierten Proben durechgefiihrt. Blind- 
bestimmungen in Wasser und Baumwolle ergaben nur Stickstoffspuren. 

Versuch 5. 40 Proben (Sorte ,,Nano Quarantino‘'), von denen jede 
12 Erbsen mit einem Gewicht zwischen 2,46 und 2,54 g umfaBten, wurden in 
sterile Petri-Schalen eingewogen und nach der Methode 4 (modifizierte Brom- 
methode) sterilisiert. Zu je einem von 10 Kolben wurden 10 cem dest. H,O, 
zu weiteren 10 Kolben je 10 cem 0,5°/ )9iges Coffein, zu den dritten 10 Kolben 
je 10 cem 1,0°/ 9 iges Sirychninnitrat und zu den restlichen 10 Kolben 
je 10 cem 1° ige Glucoselésung gegeben. Nach 7 und 14 Tagen wurde der 
Inhalt von 5 Kolben jeder Behandlungsart nach Methode 2 (modifizierte 
offizielle Methode) analysiert. Die Temperatur wurde zwischen 10 und 15° C 
gehalten. Nach 7 Tagen hatten alle Erbsen kurze Wurzeln und einige von 
ihnen kurze Stiele. Mehrere Kolben waren mit Schimmel verunreinigt. 
Gleichzeitig wurden Analysen von 15 Proben trockener Erbsen durchgefiihrt, 
ebenso von 6 Proben, zu denen man je 10 cem Wasser und von 5 Proben, 
zu denen man je 20cem Wasser zugefiigt hatte. 

Versuch 4. Der Versuch 3 wurde noch einmal mit ,einer zweiten 
Sendung von ,,Nano Quarantino‘’-Erbsen (von Frl. Vita) wiederholt. 

Versuch 5. 40 Proben von je 12 ,,Nano Quarantino‘-Erbsen wurden in 
sterile Petri-Schalen eingewogen und nach Methode 2 (NaOCl) sterilisiert. 
In 10 Kolben wurden je 10 cem 0,05°/ ,iges Fe, (SO,4); . 9 H,O, zu weiteren 
10 Kolben je 10 cem 0,75°/ gsiges Mg SO,.7H,O, zu den dritten 10 Kolben je 
10 cem 0,10°/)9iges MnSO,. 4 H,O und zu den restlichen 10 Kolben je 10 cem 
Wasser gegeben. Die Salzkonzentrationen entsprachen den von Vita an- 
gewandten. Nach 7 und 14 Tagen wurden 5 Kolben jeder Behandlungsart 
untersucht. In keinem Kolben war eine Verunreinigung zu bemerken. Nach 
14 Tagen hatten alle Erbsen lange Wurzeln (einige hatten zwei Wurzeln) und 
2 bis 4 em lange SchéBlinge. Die eine Halfte der Proben wurde nach Methode 2 
und die andere nach Methode 4 analysiert (H,PO, + H,O,). Zu gleicher 
Zeit wurden je 6 Proben von trockenen Erbsen nach den beiden Methoden 
untersucht. 

Diskussion. 


Die Ergebnisse dieser 5 Versuche sind in den Tabellen IT, I11 und 
IV zusammengefaBt worden. In diesen Tabellen findet man folgende 





ee 


7 
4 





er 


je 
‘n 
“n 
n- 


n 
on 
nN 
in 
it 





Uber die scheinbare Stickstoffassimilation keimender Erbsen. 


Angaben: 1. Die Maximalzunahme, welche den héchsten beobachteten 
Anstieg angibt: 2. die durchschnittliche Zunahme, die den Mittelwerten 
aller positiven Ergebnisse derjenigen Proben entspricht, deren Stick- 
stoffgehalt nach der Keimung gréBer war, als der einer Trockenprobe ; 
3. der gelegentliche Stickstoffverlust einzelIner Proben nach der Keimung 
ist in den Tabellen in die durchschnittliche Differenz eingerechnet worden, 
die das Mittel aus den positiven und negativen Differenzen von ge- 
keimten und ungekeimten Erbsen darstellt. 

In Tabelle II (,,Surprise‘‘-Erbsen) betragt die Maximalzunahme 
0,60 °%, und die durchschnittliche Zunahme liegt zwischen 0,16 und 
0,30. Die mit Wasser behandelten Erbsen zeigen fast die gleiche 
Zunahme. Auf die Erhéhung des Stickstoffgehaltes scheint also keines 
der Reizmittel EinfluB8 zu haben. 

Die in den Versuchen 3 und 4 (Tabelle III) mit ,,.Nano Quaran- 
tino‘‘-Erbsen beobachteten Zunahmen sind nicht so groB wie in 
Tabelle IT. In Versuch 3 sind die ,,durchschnittlichen Differenzen‘‘ 
meistens negativ. Die Zunahme schwankt zwischen 0,01 und 0,19°%%, 
wihrend die gréBte Zunahme 0,30 °% betragt. Die ,,durchschnittlichen 
Differenzen’* schwanken zwischen 0,10 und + 0,08°%. Dieses ist 
der einzige Versuch, in dem diese Differenzen negativ sind. 

In Versuch 4 (‘Tabelle LI) mit ,,.Nano Quarantino’-Erbsen von 
einer anderen Sendung sind die ,,durchschnittlichen Differenzen* alle 
positiv, und die Stickstoffzunahmen sind ahnlich denen in Versuch J 
und 2 (zwischen 0,11 und 0,25%). Die gréBte durehschnittliche Zu- 
nahme von 0,41°, wurde mit Glucose als Reizmittel festgestellt. 

Die nach Zusatz von Salzen beobachteten Resultate (Tabelle IV) 
sind in der gleichen Gr6éBenordnung wie in der Tabelle IT und III. Die 
Stickstoffzunahmen sind nicht so groB wie bei Vita (25). Die gréBte 
Stickstoffzunahme von 0,33 °% und ebenfalls der gréBte ,,durchschnitt- 
liche Gewinn* von 0,24 °, wurden mit MgSO, erzielt, wahrend die gréBte 
..durchschnittliche Differenz‘’ von 0.23% mit Fe, (SO,), festgestellt 
wurde. Die ,,durchschnittlichen Differenzen’ lagen zwischen 0,07 und 
0.23%. 

ZusammengefaBt bemerkt man in den 5 Versuchen maximale 
Zunahmen von 0,30 bis 0,60°%. Die ,,durchschnittlichen Zunahmen‘* 
schwanken zwischen 0,01 und 0,37°%,, und die ,,durchschnittlichen 


Differenzen** zwischen 0,10 und + 0.37%. Die Bedeutung dieser 
Resultate wird in den folgenden Abschnitten erértert. 

Vor der weiteren Betrachtung unserer Ergebnisse erscheint ein 
Vergleich der Resultate der Tabellen II, [1] und IV mit denen von 
Vita und Haritantis wiinschenswert. In den Abb. 2 und 3 werden die 
Ergebnisse der drei Laboratorien graphisch verglichen. Die Abb. 2 
zeigt, das bei gekeimten Erbsen die mit der A jeldahl-Methode bestimmten 
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Stickstoffzunahmen die Abnahmen stark iiberwiegen. Dieses Uber- 
wiegen der Stickstoffzunahmen, das mit destilliertem Wasser ebenso 
wie mit Reizmitteln festgestellt wurde, ist zu groB, als daB es rein zu- 
fallig sein kénnte. Die friiheren Ergebnisse von Vita, mit Alkaloiden 
als Stimulantien, wurden fiir den Alkaloidstickstoff korrigiert. 


Tabelle IV. Einflu®B von Salzen auf den Stickstoffgehalt gekeimter 
wNano Quarantino’™-Erbsen. 








7 Tage 14 Tage 
Maxi- | Durch- Durch- Maxi- Dureh- Durch- 
pes schnitt- schnitt- ; schnitt- schnitt- 
Behandlungsart —Anzaht Male SSRN SERN Quggyy mst bmi seh 
s Zu- Ditfe- bes ; e Zu- Diffe- 
Proben Bahme nahme renz _ Proben names nahme _renz 
0 0 0 . 0 o 0 
Versuch VY: 
21.1. bis 4. IT. 1935. 
10com H,O ... 5 0,24 | 0,11 |+0,11) 5 0,21 O.1 + 0,08 
10 cem 0,05 °/opige 
Feg(SO,)n . . - 5 0,24 016 +016 5 0,30 0,23 0,23 
10 cem 0,75 ° ooige 
MgSO, .... 5 0,30 | 0,13 '+0,18) 5 0,33 0,24 +019 
10 cem 0,10 “/opige 
mas, ..%; 5 030 013 +0138 5 0.15 010 +0.07 


Anfangsstickstoffgebalt 


Abb. 3 zeigt die von ver- 
schiedenen Autoren — beob- 
achteten Maximal- und durch- 
schnittlichen Zunahmen. 
AuBer bei den Salzen tinden 
wir keine ausgesprochenen Ab- 
weichungen. Die von Vita bei 
Anwendung von Salzen_ be- 
obachteten auBergewéhnlich 
groBen Zunahmen entstammen 
einem friiheren Versuch und 
konnten unseres Wissens nicht 
bestatigt werden. Alle an- 
deren Ergebnisse Vitas und 
der Verfasser beruhen auf 
zahlreichen Ergebnissen und 
diirften sehr zuverlassig sein. 
Die durchschnittlichen ebenso 
wie die Maximalzunahmen sind 
in den Versuchen von Hari- 


der trockenen Erbsen 3,55 Jo. 


Vita 
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Abb. 2. Vergleich der Zu- und Abnahmen des 
Stickstoftgehalts keimender Erbsen. Positir be- 
deutet Ansteigen des nach Ajeldah! bestimmten 
Stickstoffgehalts, negativ bedeutet Abnehmen. 
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tantis gréBer als bei den anderen Autoren, die Ergebnisse beruhen aber 
auf weniger Versuchen. 

Diese von drei weit auseinanderliegenden Laboratorien erhaltenen 
Ergebnisse erwecken den Anschein, daB sich wahrend der Keimung 
der Erbsen die Stickstoffmenge in der Saat vergréBert. Dieser Anstieg 
betragt gewohnlich 0,20 bis 0,30 °,, bezogen auf das Trockengewicht der 
Saat, in emigen Fallen ist er héher, in anderen gar nicht feststellbar. 
Dem anfanglichen Anstieg folgt meist ein Abfall. DaB der Anstieg 
von dem natiirlichen KeimungsprozeB herriihrt und nicht von irgend- 
welchen dureh die Reizmittel (Alkaloide, Salze und Glucose) hervor- 
gerufenen Anderungen, wird durch die Tatsache bewiesen, daB die Zu- 

nahme auch bei der Keimung 


v5 wd cates ds. in destilliertem Wasser vor 
| tr con pea sich geht. In einer privaten 

| Bete ea nit! » Mitteilung bestatigt Frl. Vita 
40 (26), daB sie im Gegensatz zu 
ihren friitheren Versuchen in 

42s ihren spateren Versuchen eben- 
falls diesen Anstieg in destil- 

liertem Wasser beobachtet hat. 
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fiir diese Erscheinungen her- 


% Vita PY 
a5 —————— _ angezogen werden. Man kann 
aaa mit Vita und Haritantis be- 
meni » ; 
haupten, daB die Erbsen 
G50 . a 


waihrend der Keimung die 
Fahigkeit besitzen, Stickstoff 
Ges) aus der Luft aufzunehmen. 
Kine zweite Erklarungsmég- 

















lichkeit ergibt sich aus der 

Unzulanglichkeit der bei der- 
Abb. 3. Vergleich der scheinbaren Stickstoff- artigen Versuchen iiblichen 
zunahmen keimender Erbsen in Gegenwart 


verschiedener Reizmittel. Die Zunahmen sind Technik. 
Stickstoff, bezogen auf das Trockengewicht r : 
a : Zwei 

der Samen. 





7 fg ukose Mg Mukase He 0 


mogliche Fehler- 

quellen, die einen EinfluB auf 
die Ergebnisse haben kénnen, sind cinmal der wechselnde Stickstoffgehalt 
der Saaten, und zum anderen die Nichtanwendbarkeit der AK jeldahl-Me- 
thode fiir solehe Versuche. Bevor man die scheinbare Stickstoffassimilation 
riickhaltlos anerkennen kann, muB folgendes festgestellt werden: 1. Die 
beobachteten Zunahmen der benutzten Samen miissen auBerhalb der 
Schwankungen des Stickstoffgehalts liegen; 2. die Analysenmethode 
mul zuverlassig genug sein, um die gezogenen Schliisse auch zu ge- 
wahrleisten. Unter diesen Gesichtspunkten wurden die folgenden 
Untersuchungen angestellt. 
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Il. Statistisehe Erforschung des Stickstoffgehaltes von Erbsen. 


Ehe weitere Schliisse iiber die Bedeutung der Stickstoffzunahmen 
in den in Teil I erwahnten Versuchen gezogen werden, ist es notwendig, 
die Schwankung des mittleren Stickstoffgehalts verschiedener Erbsen- 
proben festzustellen. Diese Schwankung kann von der Erbsensorte, 
vom Umfang der Proben und vielleicht von der GréBe der benutzten 
Erbsen abhangen. Die beiden letzten Ursachen einer Schwankung 
sollten sich dadurch praktisch eliminieren lassen, daB man bei der Aus- 
wah! sorgfaltig darauf achtet, das Gewicht einer bestimmten Anzahl 
von Erbsen annahernd gleich zu halten; alsdann wird eine auftretende 
Schwankung die wirkliche Anderung des Stickstoffgehalts der benutzten 
Erbsensorte angeben. Bei den folgenden Versuchen wurde die Auswahl 
in dieser Weise durchgefiihrt: infolgedessen lassen die Ergebnisse eine 
genauere Bestimmung der Schwankung des Stickstoffgehalts bei den 
verschiedenen Erbsensorten zu. 

In Tabelle V sind die Ergebnisse der bereits in I durchgefiihrten 
Versuche zusammengestellt. Jede Probe wiegt 2,5 g¢; der Mittelwert der 
Proben (eingeteilt in gekeimte und ungekeimte Gruppen!) ebenso wie die 
mittlere Abweichung solcher Serien sind berechnet worden; die mittleren 
Abweichungen schwanken zwischen 0,09 und 0,15°,. Z. B. werden 12 ,,Nano 
Quarantino‘‘-Erbsen (Gewicht annahernd 2,5) einen mittleren anfanglichen 
Stickstoffgehalt von 3,55°,, haben, aber da die mittlere Abweichung dieser 
Serie 0,09 °, betragt, wiirden einzelne Proben von 2,5 g méglicherweise einen 


Tabelle V. Statistischer Vergleich des Stickstoffgehaltes 


gekeimter und ungekeimter Erbsen. 





Stickstoffgehalt 


Anzahl 
Sorte der . ee M. A. einer 
Proben Mittelwert wecieiemed yt = 
Alaska-Erbsen. 
Ungekeimt. . . . 77 =| 3,24 + 0,015 059 1383 + O11 420 
Gemkewmt. .... 171 = 3,23 + 9,010 060 135 + ,007 426 
Surprise. 
Ungekeimt. . .. 64 410 + 0,019 068 151 + .013 050 
i) 71 | 4,29 + 0,017 065 145 + ,012 924 
Nano Quarantino. 
Ungekeimt. .. . 48 3855+ 0,013 O41 091 + .009 315 
Gekeimt. . ... | 116 | 3,65+ 0,009 042 995 + 006 329 
American Wonder. 
Ungekeimt. . . . 47 4,18 + 0,017 52 116 + ,012 400 
Vittoria. 
Ungekeimt. .. . 129 3,86 + 0,011 053 131 + 908 81 
* Mittel yon 5 je 25g schweren Proben. ** 25 g-Probe. 


Alle Stickstoffwerte bezogen auf das Trockengewicht. 
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Stickstoffgehalt von 3,55°4 + dem Doppelten der Standardabweichung, 
d.h. zwischen 3,37 und 3,73°,, aufweisen.? 

In allen Versuchen mit je 5 Proben von 2,5 g wird der mittlere Stick- 
stoffgehalt der Erbsen vor und nach der Keimung bestimmt. Weiterhin 
muB die mittlere Abweichung des mittleren Stickstoffgehalts der 5 benutzten 
Proben bestimmt werden, bevor man die Bedeutung der Stickstoffsechwankung 
in Abhangigkeit von der Behandlungsweise erkennen kann. Dieser Wert wird 
bestimmt, indem man die mittlere Abweichung der Serie durch \5 dividiert. 
Wie man aus der Tabelle ersehen kann, schwankt dieser Wert zwischen 
0,04 und 0,07°,. Das bedeutet, daB bei einem Vergleich einzelner Proben 
von 2,5 g, der Stickstoffgehalt um 0,20 bis 0,30°, héher sein miiBte, als der 
der getrockneten Erbsen, wenn er beweisend sein soll; oder daB die ,,durch- 
schnittliche Zunahme** von 5 Proben 0,08 bis 0,14°,, betragen mite, wenn 
man ihr Bedeutung beimessen soll. Beim Vergleich dieser Werte mit 
den Tabellen Il, [11 und IV stellt man fest, daB die ,,durehschnittlichen Zu- 
nahmen* (oder ,,durchschnittlichen Differenzen‘') in den meisten Fallen 
auBerhalb der Schwankungsgrenzen von 5 Proben liegen, was man als 
statistisch beweiskrdftig bewerten muB. 

Zu demselben SchluB kommt man auch beim Vergleich der Mittelwerte 
gekeimter und ungekeimter Erbsen, wobei die Unterschiedlichkeit der 
Behandlung auBer acht gelassen wurde. Wenn man die groBe Zahl der 
verfiigbaren Proben in dieser Weise zusammenstellt, erhalt man einen 
Mittelwert mit einer mittleren Abweichung von ungefahr 0,01°,; dabei 
wiirden von der Keimung herriihrende Differenzen (ohne Beriicksichtigung 
der Behandlungsart) von mehr als 0,02, beweisend sein. 

Bei den Alaskaerbsen war diese Differenz 0,01 (unbedeutend), bei der 
, Surprise’‘-Sorte 0,19°, (beweisend) und bei der ,,Nano-Quarantino*- 
Sorte 0,10°%, (beweisend). Es mu8 nachdriicklich betont werden, da®B in 
einzelnen Versuchen gréBere Differenzen beobachtet wurden, aber bei der 
Zusammennahme aller Ergebnisse von einer Sorte wird diese Differenz 
kleiner als bei den einzelnen Versuchen, aber diese Betrachtungsweise verleiht 
den gezogenen Schliissen gréBere Wahrscheinlichkeit, nachdem die Zahl 
der Proben viel gr6Ber ist. 

Zum Vergleich mit den folgenden Versuchen wurde die ,,mittlere Ab- 
weichung’* des Stickstoffgehalts einer einzelnen Erbse berechnet (mittlere 





Abweichung der Serie multipliziert mit ) Anzahl der fiir 2,5 g benétigten 
Erbsen). Diese Zahlen findet man in der letzten Spalte der Tabelle. 

Die Ergebnisse der Tabelle V wurden aus Versuchen mit 2,5 g schweren 
Proben erhalten. Eine andere Methode zur Sicherung der Bestimmung 
der mittleren Abweichung der Serie und damit von Proben verschiedener 
Gré6Be besteht in der Bestimmung des Stickstoffgehalts einzelner Erbsen. 
Die angewandte Methode ist die folgende: 2,5 g von ,,Nano- Quarantino**- und 
..Vittoria’’-Erbsen wurden in der gewéhnlichen Weise gewogen, d.h. fiir 
2.5@ waren 12 ,,Nano-Quarantino’- und 8 ,,Vittoria‘‘-Erbsen erforderlich. 
Diese Erbsen wurden dann einzeln in Mikro-Kjeldah/-Kolben eingewogen, 
10 cem H,SO, + H,O,-Mischung und etwas SeO, zugefiigt, die Mischung bis 
zum Klarwerden langsam erhitzt, und dann noch weitere 20 Minuten. Dann 
wurde auf 100 cem verdiinnt und mit je 25 cem davon zwei Bestimmungen 





+ (x — xz)? 


&! 


1 Mittlere Abweichung = Standardabweichung = J - Serie 


7 
die hypothetische unendliche Gesamtheit, von der die einzelnen Proben 
von 2,5¢g genommen wurden.  Fehlergrenzen Schwankungsgrenzen 
Begrenzung von Versuchsfehlern durch Zufall hervorgebracht. 
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ausgefiihrt. Die Lésung wurde mit einem Uberschu®8 von 55° iger NaOH 
schwach alkalisch gemacht, und dann 4 Stunden Luft durchgesaugt mit 
Vorlage von n/56 H,SO,. Der Saureiiberschu8 wurde mit n/56 NaOH 
zuricktritiert. Die Daten der Tabelle VI zeigen, daB die Bestimmungen des 
Mittelwertes und der mittleren Abweichung einer Serie von 2,5 g-Proben 
(bei denen jede einzelne Erbse allein analysiert wurde) innerhalb der Fehler- 
grenze der bei diesen Versuchen benutzten Proben liegen. Die mittlere 
Abweichung der ,,Vittoria‘*-Erbsenserie ist ein wenig héher; wahrscheinlich 
entspricht der betreffende Wert der Tabelle V mehr der Wahrheit, weil er 
sich auf eine gréBere Anzahl von Proben stiitzt. Auf jeden Fall bestatigen 
diese Zahlen die in Tabelle V gegebenen Werte und deuten ebenso wie jene 
an, daB fiir Proben von 2,5 g Differenzen von 0,20 bis 0,30°, nétig sind, 
wenn man sie fiir statistisch bedeutsam erachten soll. Bemerkt sei, dais die 
Differenzen solechen von 0,14 bis 0,21°, bei 5 g-Proben (wie sie Vita an- 
wendet) entsprechen. 

Eine Uberschlagsrechnung sollte zeigen, ob zwischen dem Stickstoff- 
gehalt der trocknen Erbsen und dem Trockengewicht Beziehungen bestehen. 
Der ,,Beziehungskoeffizient’’ wurde fiir ,,Nano Quarantino’’-Erbsen zu 
+ 0,336 und fiir ., Vitteria®s zu + 0,219 gefunden. Da sich diese Werte noch 
innerhalb der Fehlergrenzen der Erbsenanalysen befinden, wird man wahr- 
scheinlich noch viel mehr Bestimmungen durchfiihren miissen, um daraus 
sichere Schliisse ziehen zu kénnen. 


Tabelle VI. Statistischer Vergleich des Stickstoffgehalts einer 


einzelnen Erbse. 





Stickstoffgehalt 


2 — MA - 6 
sorte der ae se M ae 3 sin 
_ Mini- | Maxi- . des M.A einer 

Proben Mittelwert Mi es . 

mum mum Mittel : Serie — n 
wertes urbse 


Nano- 
Quarantino 24 8,94 4,40 359+ 0,023) 051 ,114+ ,016 379 
Vittoria. . 31 2,53 4,96 3,85+ 0,033 ,084 ,188 + ,024 002 


** 25 g-Probe. 


* Mittel von 5 je 2.5 g schweren Proben. — 


Alle Stickstoffwerte bezogen auf das Trockengewicht. 


Il. Uber die Genauigkeit der Kjeldahl-Methode in Anwendung bei der 
Stickstoffbestimmung von Erbsen. 


Es ist lange bekannt, daB der Stickstoff in gewissen Verbindungen 
mit Hilfe der Ajeldahl-Methode nicht erfaBt werden kann. Der be- 
kannteste Fall ist der Nitratstickstoff, aber auch organische Verbin- 
dungen fallen in diese Gruppe. 

Sérensen und Anderson (19) zeigten 1905, daB der Lysinstickstoff wegen 
der Bildung eines stabilen Piperidinringes mit der Ajeldahl-Methode nicht 
quantitativ bestimmt werden kann. Fleury und Levalier (6) fanden, da in 
Substanzen wie Piperidin, Antipyrin, Phenylhydrazinchlorhydrat und Semi- 
carbazidchlorhydrat etwa 2 bis 70°, des Gesamtstickstoffs als gasf6rmiger 
Stickstoff bei der Ajeldahl-Methode verlorengehen. Nach Christensen und 
Fulmer (3) werden in Hefenucleinséure, Casein und Coffein usw. mit der 
Kjeldahl-Methode nur 82 bis 96°, des nach Dumas bestimmbaren Stickstoffes 
gefunden. Di Frisko (5) beobachtete, daB der scheinbare Stickstoffverlust 
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bei Tieren unter experimentellen Bedingungen wahrscheinlich der Tatsache 
zuzuschreiben ist, daB die fiir die Bestimmung des Stickstoffes im Urin und 
den Fazes weiBer Ratten benutzte Kjeldahl-Methode etwa 8°, niedrigere 
Resultate lefert als die Dwmas-Methode. Bei der Stickstoffbestimmung 
im Urin von Diabetikern berichten Serio und Fiandaca (18), daB der nach 
Kjeldahl bestimmte Stickstoff um 2 bis 15°, geringer ist, als der nach 
Dumas bestimmte. Diese Autoren vergleichen die nach Ajeldahl und Dumas 
erhaltenen Stickstoffwerte einer Reihe von reinen organischen Verbindungen. 
Tyrosin, |-Oxyprolin und Indol gaben die gr6Bten Differenzen, bei 1-Oxy- 
prolin betrug der Unterschied mehr als 27,6 °,. Lemoigne und Mitarbeiter (13) 
untersuchten den Stickstoffgehalt verschiedener Samenmehle von Hiilsen- 
friichten, wie auch von Nichthiilsenfriichten. Sie fanden, daB 2 bis 17°, 
des nach Dumas bestimmbaren Gesamtstickstoffs von der Kjeldahl-Methode 
nicht erfaBt werden. 


Von besonderem Interesse ist die Behauptung von Lal (2), daB manche 
sogenannte Beweise fiir die Fahigkeit einer Stickstoffassimilation des Bodens 
auf Analysenfehlern beruhen, die von einem Vergleich des AKyeldahl-Stick- 
stoffes trockenen und feuchten Bodens herriihren. In solchen Versuchen 
wird der Stickstoff am Anfang in trockenen Proben bestimmt, dann wird 
Wasser hinzugefiigt, und nach der Inkubation wird fiir die Analyse eine 
feuchte Probe benutzt. Bal studiert diese Tatsache in den Einzelheiten und 
stellt fest, daB der AufschluB des Bodens in Gegenwart von Wasser zu einem 
Anstieg des nach Kjeldahl bestimmbaren Stickstoffes fiihrt. In schweren 
Tonbéden wurden nach der ,,nassen‘*‘ Methode 0,009 bis 0,019 Stickstoff 
mehr gefunden, d. h. in 20 g eines aufgeschlossenen trockenen Bodens sind 
6,6 mg Stickstoff enthalten; wird feuchter Boden aufgeschlossen, so findet 
man 88mg. Sreenivasan (20) berichtet, daB die Schutzwirkung, die die 
Silikate auf den Stickstoff des Bodens, besonders in den Tonfraktionen, 
austiben, nach Vorbehandlung der Probe mit Wasser ausgeschaltet wird, 
wodureh vollstaéndiger AufschluB der Probe erreicht wird. Weiterhin be- 
richtet er, daB der ,,trockene’S AufschluB von organischen Diingemitteln 
nicht iibereinstimmende Ergebnisse liefert; er empfiehlt daher, die Analysen 
nach der ,feuchten*’ Methode durchzufiihren. 


Wenn man die Aufstellung der nach Kjeldahl nicht bestimmbaren 
organischen Verbindungen betrachtet, muB man feststellen, daB diese 
sonst exakte Methode nicht in allen Fallen genaue Werte gibt. Obgleich 
Parallelbestimmungen gut iibereinstimmen, braucht der erhaltene 
Stickstoffwert nicht dem wirklichen zu entsprechen. 


Experimenteller Teil. 


In einigen einleitenden Versuchen (in Verbindung mit den Versuchen 
des Teiles 1) wurde der Einflu8 des Wassers auf die mit der offiziellen 
Kjeldahl-Methode bestimmbare Stickstoffmenge festgestellt. Da Bal (2) 
dasselbe fiir Bodenanalysen mitgeteilt hat, wurden auch eingehende Erbsen- 
analysen in Gegenwart und Abwesenheit von Wasser gemacht. Auer den in 
den vorhergehenden Versuchen benutzten Erbsensorten wurden in die 
Untersuchungen noch die Sorten ,,American Wonder‘ und eine italienische 
Sorte ,,Vittoria’’ aufgenommen. Zu den nach der ,,feuchten‘’ Methode 
analysierten Erbsen wurden 10,25 oder 50 cem Wasser, 50cem_ konz. 
H,SQO,, 10g Na, SO, und ein Kristall CuSO, .5 H,O zugefiigt. Der Inhalt 
der Ajeldahl-Kolben wurde bis zum vollstaéndigen Abdampfen des Wassers 
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Tabelle VII. Vergleich der von verschiedenen Analytikern 


gemachten Analysen von ungekeimten’ ,,Vittoria’-Erbsen. 





Trockene Erbsen + H.O Hy Oo-Methode 
; An- An- An- 
eee zahl zahl zahl 
. ao Mittelwert M.A.* = Mittelwert M.A.* = Mittelwert M.A.* 
*ro- -ro- *ro- 
ben ben ben 
A 8 3,76 + 0,054; 153 5 3,92 + 0,027) 061 5 3,91 + 0,027 061 
B 5 38,76 + 0,076! 171 5 391+ 0,051! 111 5 393 +0,090 ,206 
C 9 3,83 + 0,059 ,161 8 4,06 + 0,054 ,152 8 3,98 + 0,060 ,168 
D 10 3,86 + 0,010 ,030 10 3,92 + 0,086) 115 10 3,97 + 0,016 051 
K 6 381+ 0,065 ,157 5 3,96 + 0,050) 111 5 3,99 + 0,022 O71 


3,81 + 0,023 140 33 3,96 + 0,022) 126 33 3,96 + 0,025 ,141 


GO 


Summe: 3 


* Mittlere Abweichung der Serien von 2,5 g-Proben. 


Alle Werte fiir den Stickstoffgehalt sind auf das Trockengewicht bezogen. 


langsam gekocht, dann wurde der Zerst6rungsprozeB in der iiblichen Weise 
durchgefiihrt. Zu den trockenen Samen gab man ebenfalls 50 cem konz. 
H,SO, und die Salze, und verfuhr im iibrigen wie tblich. 

Versuch 6. In der ersten Untersuchungsserie analysierten fiinf ver- 
schiedene Personen 2,5 g schwere Proben von ,,Vittoria’’-Erbsen nach drei 
verschiedenen Methoden: 1. offizielle K jeldahl-Methode, 2. offizielle Kjeldahl- 
Methode unter Hinzufiigung von Wasser, 3. H,O,-Modifikation der offiziellen 
Methode unter EinschluB einer vorhergehenden Zerst6rung (3). Die in 
Tabelle VIL niedergelegten Resultate von verschiedenen Analytikern 
stimmen gut iiberein und zeigen einen nur geringen persOnlichen Febler. 
Die mit H,O, oder nach Zufiigen von Wasser benutzten Kyeldahl-Modi- 
fikationen ergaben durchweg héhere Resultate als die offiziellen Methoden. 
Die Zunahmen liegen zwischen 0,06 und 0,23°,. Die durchschnittliche Zu- 
nahme (die sich auf 33 Proben stiitzt!) betragt 0,15°,: da die mittlere Ab- 
weichung des Mittelwertes der trockenen Erbsen (38 Proben) 0,023 °, betragt, 
kann man diesen Anstieg nicht als zufalligen Fehler betrachten. Die Stickstoft- 
zunahmen, die von verschiedenen Analytikern (bei etwa 5 bis 10 Proben) 
gefunden wurden, sind bis auf eine statistisch beweisend. 

Versuch 7. In einer zweiten Untersuchungsserie wurden verschiedene 
Modifikationen der Ajeldchl-Methode zur Analyse von vier verschiedenen 
Erbsensorten angewandt, um zu entscheiden, ob eine von den Methoden 
gleichmaBig bessere Ergebnisse liefern wiirde. 

1. Zu 2,5g Erbsen wurden 30cem 15° iges H,O,, 40cem H,SO,, 
10g Na,SO, und ein CuSO,-Kristall gegeben. Die Mischung wurde bis 
zum Verschwinden der Peroxydreaktion und dem voélligen Abdampfen des 
Wassers gelinde erhitzt, dann wurde die Zerst6érung in der iiblichen Weise 
fortgesetzt (siehe Methode II in Teil I). 

2. Zu 2,5g Erbsen wurden 0,7 g HgO, 20g Na,SO, 50cem konz. 
H,SO, und ein CuSO,-Kristall gegeben. Der Aufschlu8 wurde wie tblich 
durchgefiihrt, aber nach dem Verdiinnen wurden vor der Destillation 7 cem 
einer 0,4° igen Na,S-Lésung und 25 cem 55° ige NaOH hinzugegeben. 

3. Zu 2,5g Erbsen wurden auBer den gewé6hnlichen Reagenzien noch 
0,7 ¢ SeO, als Katalysator gegeben. Die Bestimmung wie tiblich durch- 
gefthrt. 
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Tabelle VIII. Analysen von ungekeimten Erbsen unter Benutzung 


verschiedener Modifikationen der Kjeldahl-Methode. 








Zahl 
der 
Proben 


Mittel Zahl der Durch- Durch- 
¥ M.A.** beobachteten sehnittliche schnittliche 
Zunahmen* Zunahme Differenz 


Erbsensorte 


und Analysenmethode wert 


» Surprise“ 


Trockener Samen 11 4.07 .O89 





H, O + Baumwolle | £7ober 5 427. .099 5 0,20 + 0,20 
em HO. . /58™er!) 19 | 4’01 | '063 8 0.23 +0,14 
Trockener Samen | kleiner| 7 3,93 | ,135 
25cem H,O. . |Samen|) 19 | 4,05 ,187 14 0,20 + 0,12 
.~American Wonder“ 
Troe kener Samen 15 4,13) ,143 
+-Baumwolle . . | Ana- | 7 «4,99 188 3 0,08 — 0,04 
25cem H,O . a 11 4,22 | ,138 10 0,11 + 0,09 
HeO t 43 | 5 | 4,20) ,108 3 0,14 + 0,07 
H. Oy 4 | 4,35) ,050 + 0,22 + 0,22 
Trockener Samen 7 | 4,27) ,127 
+ Baumwolle. . | Ana- | 6 4,25) ,147 3 0,11 — (02 
50 cem H,O lytiker 6 | 4,19 | ,257 1 0,20 — 0.08 
Trockener Samen | H | 4 4,15) ,059 
25eem Hy O 4 4,34 ,086 4 019 +019 
»Nano QuarantinoS ; 
Trockener Samen... . 6 8.45 110 
ioom FRG... 6 344) ,110 1 0,29 — 0,01 
20 eem Hy SP Se ae 5 3,60 074 5 0,16 + 0,15 
Trockener Samen . ... 20 3.54 ,071 
MeO e css cee 6 | 3,70! ,098 5 0,17 + 0,16 
Trockener Samen ei naar 26 3,52, ,094 
10 cem H,0 Boake i a fe 5 3,64 135 4 0,14 + 0,12 
, Vittoria”: 
Trockener Samen. . . .| 38 = 3,81 ,140 
B0eew neO” . 6 a es 83 | 3,96! ,126 30 0,16 + O15 
eee se sos aoe 83 | 3,96! ,141 29 0,21 + 0,15 
(es See eae ae 5 3,84. ,950 4 0.05 + 0,03 
~ le ac a 5 63,96 = ,062 5 0,15 + 0,15 
Vorhergehende Hydrolyse 5 | 3,79) 171 2 0,15 — 0,02 
Schnelle ZerstOrung . . . 4 3,74 164 I ; 0,19 ~ 0,07 
Langsame Zerstorung 5 3,79 | ,197 3 0,14 0,02 
* In Vergleich mit den nach der offiziellen Methode erhaltenen Resultaten. ** Mittlere 


Abweichung von Serien von 2,5 g-Proben. 
5S 


4. Die Erbsen wurden einer vorhergehenden zwei- bis dreistiindigen 
Hydrolyse mit 20 cem H,O und 5ecem H,SO, unterworfen, dann wurden 
Saure und Salze hinzugegeben und der AufschluB vollendet. 


5. 2,5 ¢ Erbsen wurden in der tiblichen Weise untersucht, nur da8 die 


Zerstérung sehr rasch durchgefiihrt wurde. Nach dem Klarwerden erhitzte 
man noch eine Stunde. 

6. 2.,5¢ Erbsen wurden ebenfalls in der iiblichen Weise untersucht, 
nur da in diesem Falle der AufschluB sehr langsam vorgenommen wurde. 
Nach dem Klarwerden wurde dann noch 4 weitere Stunden erhitzt. 


Tabelle VIII enthalt alle mit ungekeimten Erbsen ausgefiihrten 
Analysen; um Vergleiche zu erleichtern, wurden auBer den Analysen 
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von ,,Vittoria‘’-Erbsen noch die Daten der Tabelle VII aufgenommen. 
Die in Gegenwart von Baumwolle gemachten Analysen von trockenen 
Erbsen ergeben keine bedeutende Erhéhung des nach Kjeldahl be- 
stimmten Stickstoffgehaltes. Die vorhergehende Hydrolyse  ver- 
ursachte starke Huminbildung; die Ergebnisse der Bestimmungen 
schwankten in weiten Grenzen ; ein Ansteigen des Stickstoffgehalts iiber 
den mit der offiziellen Methode ermittelten Wert war nicht festzustellen. 
Wenn die Hydrolyse ohne Huminbildung durehgefiihrt wiirde, wiirden 
die Zunahmen wahrscheinlich die gleichen sein wie nach Zufiigen von 
H,O oder H,O,. Gleichfalls scheinen HgO als Katalysator oder das 
sehnelle oder langsame AufschlieBen keinen bedeutenden EinfluB auf 
die Ergebnisse zu haben. Mit Ausnahme der Hg O-Methode verursachten 
diese Modifikationen gréBere Schwankungen in den Resultaten, wie 
man aus den groben mittleren Abweichungen erkennen kann. Die mit 
der HgO-Methode erhaltenen Differenzen waren positiv, wahrend die 
anderen Versuche negative Differenzen ergaben; in keinem Falle waren 
sie auperhalb der Fehlergrenzen. 

Bei Anwendung von SeQ, als Katalysator und Zufiigen von H,O 
oder H,O, vor dem AufschluB beobachtete man ein starkes Ansteigen 
der Stickstoffwerte der Erbsen. In diesem besonderen Versuch zeigt 
jede der mit SeO, behandelten Proben eine Zunahme von durchschnitt- 
lich 0,15°5. In weiteren Versuchsserien ergab die Anwendung von Se O, 
nicht immer héhere als mit der offiziellen Methode gefundene Resultate, 
und Parallelbestimmungen waren gewohnlich schlecht iibereinstimmend. 
Bei Gegenwart von Wasser konnte man in 82 von 106 Proben einen 
gréBeren Stickstoffgehalt feststellen; dieses Ergebnis kann nicht zu- 
fallig sein. Da dieser Anstieg sich auch einmal nicht ereignet, konnte 
an einer Partie ,,.Nano Quarantino‘- und an einer Partie ,,American 
Wonder*-Erbsen gezeigt werden. Weiterhin ergab die Analyse einer 
Erbsenmehlprobe bei Anwesenheit von Wasser oder H,O,  keinen 
groBeren Stickstoffwert. Der Grund fiir das Ansteigen des Stickstoff- 
gehalts ist vielleicht in der Hydrolyse cyelischer stickstoffhaltiger 
Verbindungen zu suchen, die vor einer zu weitgehenden Zerstérung 
eingetreten sein muB. Das Ausmafs dieser Hydrolyse wird von den 
Bedingungen abhangen, unter denen die Bestimmungen gemacht wurden, 
und jeder Wechsel in diesen Bedingungen wird sich wahrscheinlich 
an dem gefundenen Stickstoffwert bemerkbar machen. Vicle Vor- 
gange, die sich wahrend des Aufschlusses abspielen, ké6nnen nicht kon- 
trolliert werden, und aus diesem Grunde wird nach dem Hinzufiigen 
von H,O oder H,O, nicht immer ein Anstieg des Stickstoffgehalts 
bem rkt werden kénnen. Wenn man aber die Bedingungen fiir die Hydro- 
lyse und die Zerstérung gleichmaBig halten kann, verursacht das Hin- 
zufiigen von Wasser einen Anstieg des Stickstoffwertes von etwa 0,15°%,. 
Von den 43 mit H,O, behandelten Proben zeigten 38 eine Zunahme ; 
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die durchschnittliche Differenz betrug 0,16°,. Méglicherweise riihrt 
diese Differenz von dem im Peroxyd enthaltenen Wasser her, und nicht 
von dem H,O, selbst. 

Versuch VIII. Obwohl Angaben vorliegen, daB mit Hilfe der 
K jeldahl-Methode der Stickstoff in manchen organischen Verbindungen 
nicht quantitativ bestimmt werden kann, sind diese Ergebnisse bei 
Analysen von biologischem Material haufig vernachlassigt worden. 
‘Trotzdem Analysen von Futterstoffen, Dingemitteln und von im Handel 
vorkommenden o1ganischen Substanzen 6konomische Bedeutung haben, 
hat sich die Mehrzahl der Analytiker mit der tiberemstimmenden Doppel- 
bestimmung zufrieden gegeben. In den wenigen Forschungsarbeiten, 
die die Genauigkeit der Kjeldahl-Methode betreffen, wird festgestellt, 
daf der in manchem biologischen Material nach Dumas bestimmte 
Stickstoffgehalt regelmaBig héher ist als der nach Ajeldahl bestimmte. 
Nachdriicklich soll betont werden, dafBS auch der nach Dumas bestimmte 
Stickstoffwert nicht der Wahrheit zu entsprechen braucht, da es fiir 
Hemmungen wahrend der Bestimmung keinen ,,theoretischen’’ Wert 
gibt. Allerdings kann man der Methode von Dumas aus folgenden 
Griinden mehr Zutrauen als der Ajeldahl-Methode beimessen: 1. Die 
Methode gewihrleistet vollstandige Verbrennung mit nachfolgender 
gasometrischer Messung des entstandenen Stickstoffs. 2. In reinen 
organischen Verb:indungen stimmt der gefundene Stickstoff mit dem 
aus der Formel berechneten gut iiberein. 

Zum Vergleich wurden nach Dumas! und nach der _ offiziellen 
K jeldahl-Methode Stickstoffbestimmungen in Mehlproben von zwei ver- 
schiedenen Erbsensorten gemacht. AuBer der iblichen Makro-Methode 
nach Kjeldahl (2,5 g in Mehlform) benutzte man eine Halb-Mikro- 
methode, die 75 bis 100 mg Substanz erforderte. Die Ergebnisse der 
beiden Methoden stimmten gut tiberein. 

Die Ergebnisse dieses Vergleichs zusammen mit brauchbaren Daten 
anderer Autoren sind in der Tabelle IX enthalten. Die Daten zeigen 
hauptsachlich, daB der in biologischem Material nach Kjeldahl be- 
stimmte Stickstoffgehalt niedriger ist als der nach Dumas bestimmte. 
Die beobachteten Differenzen betrugen etwa 2 bis 19,5°, vom Gesamt- 
stickstoff des Materials. Die Differenzen in den untersuchten Erbsen- 
mehlen betrugen etwa 10%, was ungefahr dem Durchschnitt von allen 
Substanzen entspricht. Die Werte schwanken wahrscheinlich mit der 
Herkunft und damit auch mit der Zusammensetzung des analysierten 
Materials. 

' Diese Analysen wurden von C. Lunde im Laboratorium von Prof. 
Schuette (Abteilung Chemie) ausgefiihrt. Die Autoren sind den Herren Lunde 
und Prof. Schuetfe fiir die Ausfiihrung der Analysen sehr zu Dank verbunden. 
Es wurde eine Halb-Mikromethode angewandt, die 20 bis 100 mg Substanz 
erforderte. 
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‘Vabelle IX. Vergleich des nach Dumas und nach Ajeldahi bestimmten 


Stickstoffs einiger biologischer Materialien. 





Zunahme DP. 
Dumas Kjeldahl Zunahme D k 


Material N N nee Zunahme Autor 
0 * ( A 250 ut 0 ** 
0 ( P 
Pen. expansum“-Pulver 5.23 4.66 0.57 12.2 | Deg 
de ee eee 9.00) 7,95 1,05 13,2 Christensen und 
Casein ........ + 14,89! 13,66 | 1,23 90 | Fulmer (9) 
Came or. Ek eG 13,70 12.69 1,01 8,9 
Lupinenme} Bess os ; 5,72 5,61 O11 2.0 Lemoigne, Desveaux 
Linsenmehl 4,15 3.86 0.29 7.5 | und Monguillon (13) 
Weizenmehl 2.45 2,05 0.40) 19.5 
Weizenmehl 1,71 1,54 017 11,0 | 
Sojabohne 7,30 7,90 0,39 4.3 Anne (1) 
Pierdebohne 412 386) 0,26 6,7 |) 
Krbsenmehl 
.~American Wonder . 4,73 4,32 0,41 95 i} Smut] 1 Wil 
, . > oT ‘ > ‘ 1 : 
»Vittoria® ..... | 446 > 4,07 | 0,39 oe eee 
* Auf den Trockengehalt bezogen. — ** Prozentualer Anstieg iiber den Aje/dahl-Wert. 


Hauptdiskussion. 

In Teil I ist festgestelit worden, daB der nach Kjeldahl bestimmte 
Stickstoffgehalt von Erbsen wahrend der Keimung haufig ansteigt. 
Zunahmen von etwa 0,60°, vom Erbsentrockengewicht (denen etwa 
15%, des Gesamtstickstoffs entsprechen!) wurden gelegentlich beob- 
achtet, dag gen betrug die durchschnittliche Zunahme von Serien von 
5 Proben nur 0,20 bis 0,30°, (auf das Trockengewicht bezogen) oder 
5 bis 8.5% vom Gesamtstickstoff. 

Wie die statistischen Daten des Teiles LI zeigen, riihren die seltenen, 
einzelnen groBen Stickstoffzunahmen teilweise von der Schwankung des 
Stickstoffgehalts der Erbsen her, dennoch waren die beobachteten, 
gleichmaBigen ,,durchschnittlichen Zunahmen‘ auBerhalb der Fehler- 
grenzen. Die mittlere Abweichung der Mittelwerte von 5 Proben liegt 
zwischen 0,04 und 0,06° (Trockengewicht), wahrend Differenzen von 
0,08 bis 0,12°, wahrscheinlich erst statistisch ,,bedeutsam‘ sind. 

Die Untersuchungen iiber die Anwendbarkeit der Kjeldahl-Methode 
zur Analyse von Erbsen (‘Teil III) haben gezeigt, daB die Stickstoffwerte 
mit der angewandten Methode schwanken. Mit der offiziellen A jeldahl- 
Methode kann nicht der ganze nach )umas gefundene Stickstoff bestimmt 
werden; vielmehr ergeben einige andere Modifikationen der KA jeldahl- 
Methode verschiedene Ergebnisse. Wahrscheinlich hingt diese Schwan- 
kung der Resultate einmal von den Bedingungen ab, unter denen die 
Analyse gemacht wurde, und zum anderen von dem untersuchten 
Verbindungstyp. In gewissen organischen Substanzen (cyclischen Ver- 
bindungen) kann der Stickstoft nach Kjeldahl nicht vollstandig bestimmt 
werden; fiir eine gegebene Art von Verbindungen kann jedoch haufig 


Q* 
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eine brauchbare Methode entwickelt werden. Ungliicklicherweise kann 
jedoch eine Modifikation, die in einem Falle brauchbar ist, in einem 
anderen nicht anwendbar sein. Christensen und Fulmer (3) fanden, 
daB bei einer vorausgehenden Hydrolyse mit H,O, die Genauigkeit 
der Stickstoffbestimmung von Hefe wichst, dagegen geniigt diese 
Modifikation nicht bei den anderen untersuchten Substanzen. 

Kine fiir alle organischen Substanzen brauchbare A jeldahl-Methode 
ist bis jetzt noch unbekannt, aber Modifikationen, welche in den ersten 
Stadien des Aufschlusses eine Hydrolyse férdern (Hinzufiigen von 
H,O oder H,O,), steigern in manchen Fallen die Genauigkeit. 

Mit Hilfe dieser Untersuchungen kann man die in Teil I erhaltenen 
Kirgebnisse leicht erklaren, ohne eine Stickstoffassimilation annehmen 
zu miissen. Wahrend der Keimung dndern sich die Verbindungsty pen in der 
Weise, dap der vorher nach Kjeldahl nur unvollstindig bestimmbare 
Stickstoff sich in solchen umlagert, der mit dieser Methode besser erfaBt wird. 

Diese Umbildung der Verbindungstypen gibt den AnlafS§ zu einer 
Zunahme des Kjeldahl-Stickstoffs, die aber mehr scheinbar als tat- 
sichlich ist. Wahrscheinlich ist die Proteinhydrolyse in den Samen 
von gréBter Wichtigkeit, denn Veranderungen des Gehalts an Lysin, 
Alkaloiden oder anderen Verbindungen, von denen bekannt ist, dab 
sie nur unvollstindig nach Ajeldahl bestimmt werden kénnen, werden 
sehr wesentlich sein (8) (9) (10). Auch bei unseren Versuchen ist es 
augenscheinlich, daB ein Teil der nach Ajeldahl festgestellten Stick- 
stoffzunahmen der Anwesenheit von Wasser wahrend des Aufschlusses 
der gekeimten Samen zuzuschreiben ist, was bei den Analysen von 
trockenen Samen nicht der Fall war. Die durchschnittlichen Zunahmen 
des Stickstoffgehaltes in Gegenwart von Wasser oder H,O, betrugen 
etwa 0,10 bis 0,15 °%, auf das Trockengewicht bezogen. Diese Zunahmen 
erkliren wenigstens 50°, der in gekeimten Samen iiberhaupt beob- 
achteten Zunahmen. 

Die Ergebnisse der Versuche von Vita und Haritantis! kénnen 
nun nach unserer Hypothese als Folge einer Umlagerung der Stickstoff- 

' Das Manuskript war schon abgeschlossen, als die Arbeit von Girt- 
schanoff [Zentralbl. f. Bakt. (I1) 92, 349, 1935] den Verfassern zugéinglich 
wurde. Dieser Autor hat in einer sorgfaltigen Arbeit die Versuche von Vita 
und Haritantis wiederholt und erweitert; als stimulierende Substanzen 
verwandte er CO, Salze und Alkaloide. Wahrscheinlich waren Girtschanoff 
unsere in einer Arbeit der Society of American Bacteriologists diskutierten 
negativen Befunde unbekannt [diese Arbeit ist als Sonderdruck  er- 
sehienen (17)].. Die Mehrzahl seiner Versuche ist mit Lupinen durchgefiihrt 
worden, und aus diesem Grunde werden unsere Versuche mit Erbsen durch 
seine negativen Ergebnisse bestatigt und erganzt. Ebenso wie wir in unserem 
ersten Bericht und im Teil II der vorliegenden Arbeit, betont Girtschanoff 
die Wichtigkeit einer geniigenden Anzahl von Doppelbestimmungen, um die 
von den Proben herriihrenden Fehler erklaren zu kénnen. Er machte 
zehn Doppelbestimmungen von je 5g und erhielt auf diese Weise fiir ge- 
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verbindungen wahrend der Keimung gedeutet werden. In Tabelle X 


sind typische Daten ihrer Versuche zusammengestellt; die von Vita 


erhaltenen Daten der Versuche mit Alkaloidzusatz (22) sind fiir den 
Stickstoff dieser Verbindungen korrigiert worden. Die Ergebnisse 
einer bestimmten Behandlungsait sind ohne Beriicksichtigung des 
Analysenzeitpunktes zusammengestellt worden. Dies wird unsere 
SchluBfolgerung nicht beriihren, da wir im wesentlichen an zwei Daten 
interessiert sind: 1. an der Maximalzunahme, 2. an der durchschnitt- 
lichen Zunahme einer grofen Anzahl von Proben. 


Wie in Teil I] ausgefiihrt wurde, sind Zunahmen von etwa 0,14 
bis 0,21°, (entsprechend 4 bis 6°, des Gesamtstickstoffs) als Zufall ein- 
zelner 5-g-Proben der verschiedenen Erbsensorten zu betrachten. Durch- 
keimte und ungekeimte Proben einen sicheren Durchschnittswert. Er 
beobachtete keine Zunahmen, die auBerhalb der von den Proben verursachten 
Fehler lagen, wohingegen wir eine als statistisch bedeutsam zu wertende, 
kleine Zunahme fanden. Soweit man aus seinem Bericht ersehen kann, wird 
der Stickstoffgehalt der Samen bei Anwesenheit von Wasser nicht verandert. 
Dieser weitere Unterschied zwischen unseren Ergebnissen und denen von 
Girtschanoff muB auf die verschiedenen Analysenmethoden zuriickgefiihrt 
werden; dadurch wiirde auch die Tatsache teilweise erklart werden, warum 
bei der Keimung in Gegenwart von H,O keine Stickstoffzunahme fest- 
zustellen war. 

Girtschanoff erklart die Unterschiede zwischen seinen Befunden und 
denen von Vita und Haritantis wie folgt: 1. Die Autoren haben nicht ge- 
nigend Doppelbestimmungen gemacht, um die Zunahmen, die auBerhalb 
der Schwankung der Stickstoffwerte liegen, wirklich zu beweisen. 2. Fir die 
Analysen ungekeimter Proben wurden vielleicht kleinere Samen (mit geringe- 
rem Stickstoffgehalt) angewandt. 3. Die festgestellten Zunahmen kénnen von 
dem Stickstoff der zu den Versuchen benutzten Baumwolle herriihren 
Girtschanoff stellt fest, daB von ihm untersuchte Baumwollproben 0,3 bis 
2,0°%,, Stickstoff enthielten. Aber wenn auch alle diese Faktoren zusammen- 
wirken, erkliaren sie die Ergebnisse von Vita und Haritantis nicht vollstandig. 
Jeder einzelne dieser Faktoren soll kurz behandelt werden: 1. Wie schon 
auseinandergesetzt wurde, kann die Schwankung des Stickstoffgehalts wohl 
als ein Faktor fiir die bei einer einzelnen Probe festgestellte Zunahme gelten, 
sie kann aber nicht die neben den Abnahmen an Zahl viel haufigeren 
Zunahmen erkliren (siehe Abb. 2), wenn man die Versuche als Ganzes 
betrachtet. Z. B. zeigen alle gekeimten Samen in den Versuchen von Hari- 
fantis eine Zunahme des Stickstoffgehalts; es ist héchst unwahrscheinlich, 
daB dieses Ergebnis von Zufalligkeiten der Proben herrihrt. 2. Vita be- 
richtet in einer privaten Mitteilung, daB die Erbsen einer jeden Probe immer 
so sorgfaltig ausgewahlt wurden, daB 30 Erbsen das Gewicht von 5 g hatten. 
Weiterhin wurden viele Doppelbestimmungen durchgefiihrt, um den Stick- 
stoffwert ungekeimter Erbsen festzustellen. 3. Obgleich der Stickstoff der 
Baumwolle zu der auBerordentlich groBen Zunahme der friiheren Versuche 
beigetragen haben mag, zeigen die spiateren Versuche von Vite (26) bei 
Zusatz von ,,wenig*’ oder ,,viel‘’ Baumwolle keine Unterschiede, die darauf 
hindeuten, daf in der benutzten Baumwolle die Fehlerquelle nicht zu suchen ist. 
Bei unseren Untersuchungen haben wir in der Baumwolle keinen Stickstoff 
gefunden. Um aber die Analysen unter vergleichbare Bedingungen zu 
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schnittlich ist die Schwankung gleich Null; daher kénnen die in einer 
groBen Zahl von Proben beobachteten Zunahmen nicht dieser Tatsache 
zugeschrieben werden. Der zweite Grund einer scheinbaren Stickstoff- 
Tabelle X. Zusammenstellung von Daten, die die Maximal- und 


durchschnittlichen Stickstoffzunahmen in Erbsen und Lupinen 


angeben. 





Erbsen Lupinen 
dt Durch a Durch- 
Behandlungsart Zahl awe schnitt- Zahl aay’ schnitt- 
der sate 209 liche Zu der pb em liche Zu- 
Proven nahm¢ nahme | Prober nahme nahme 
0 0 0 a 0 0 
Vita 
Kohlenmonoxyd (21) .... 1S 35,5 15,1 
Strychninnitrat : 
MENON fel. cmon x et ees 35 21,6 7,6 =f 16,9 7,0 
Dake (ey cs 66% wes 16 7,6 0,9 17 8,2 4,1 
Sorte ,Nano Quarantino* (26). 20 14,1 6,7 
» Vittoria“ (26)..... 30 Way 8,2 
Coffein: 
JS a mee 34 13,2 2,0 45 10,8 5.4 
Parakeet (32). gk ce Sen 17 93 3,4 18 13,8 3.9 
Sorte ,Nano Quarantino* (26) . 30 13.2 i ie 
» vittoria” (26)... ..i BO 16,2 8,2 
Glucose: 
»Nano Quarantino® .... ./| 12 16,5 6,7 
ENUM ABO). oa wae 6 ee 17,5 9,1 
Salze: 
Sere Offer i) 29.8 | 23,4 9 18,0 14.1 
Fe, (SO4)s ; Hell 9 285 | 186 9 244 16,0 
LS re | OF 9 50.4 28.5 s] 17,0 12,5 
K, SO, . a 9 262 | 222 9 16,0 8.6 
Haritantis (11) 
Strychnin Hell. ...... 21 13,0 5,9 23 14.0 7,8 
PIO ek a se wt Re 10,8 6,4 22 10,2 6,8 
Brucin Sy ee ee 23 21,3 11,0 22 10,5 6,4 
Dankéel. <« . . . i BS 17.6 10,0 23 8,5 5,0 
* Alle Daten sind ausgedriickt in 95 vom Gesamt-Anfangsstickstoffgehalt. — Die ein- 


geklammerten Zahlen geben die Literaturzitate an. 


bringen, wurde auch zu den als Kontrollbestimmungen dienenden Proben 
aus ungekeimten Samen etwas Baumwolle gegeben. Aus Tabelle VIII kann 
man ersehen, das die Baumwolle keinen Stickstoff enthielt. 

Im Hinblick auf unsere eigenen Resultate sind wir der Ansicht, daB die 
von Vita und Haritandis beobachteten scheinbaren Stickstoffzunahmen nicht 
einer Stickstoffassimilation, sondern der Unzulanglichkeit der Ajeldahl- 
Methode im Verein mit Stickstoffschwankungen in den Samen zuzuschreiben 
sind (siehe die Diskussion im Text). Die Ergebnisse und Ansichten Girt- 
schanoffs bestatigen die unsrigen, indem sie nachdriicklich die Fehler- 
moéglichkeiten betonen, die bei biologischen Stickstoffassimilationsversuchen 
entstehen kénnen, wenn man die Anwendungsmdéglichkeit der Kyjeldahl- 
Methode nicht geniigend umreibt. 
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zunahme, nimlich die Veranderung stickstoffhaltiger Substanzen, ver- 


mag eine Zunahme von etwa 5 bis 10° vom Gesamtstickstoff zu 
erkliren (siehe Tabelle IX). Setzt man die beiden Faktoren in Rech- 
nung, so rihrt die ,,durchschnittliche Zunahme‘ zweifellos nur von 
der Veranderung der stickstoffhaltigen Verbindung her. Unterstiitzen 
sich beide Faktoren einmal, dann beobachtet man bei einzelnen Proben 
gelegentliche Zunahmen von 15 bis 20° des Gesamtstickstoffs. 

Wenn man diese SchluBfolgerung auf die Zahlen der Tabelle X 
anwendet, bemerkt man, dais die Mehrzahl der Resultate von einem 
Zufall herstammen kann plus einer vermehrten Genauigkeit der be- 
sonderen K jeldahl-Methode, als die entstandenen Stickstoffverbindungen 
der gekeimten Samen sich verainderten. Obgleich wir unsere Versuche 
nur mit Erbsen angestellt haben, kann man die gleichen Erkenntnisse 
auch bei Lupinen anwenden!. Die in einigen friiheren Versuchen von Vita 
mit Salzen und CO beobachteten Zunahmen sind zu gro}, als daB man die 
dabei mitgeteilte Erklarung gelten lassen kénnte; aber in spateren mit 
Zusatz von Alkaloiden und Glucose durchgefiihrten Versuchen wurden 
diese Zunahmen immer geringer und von der gleichen GréBenordnung wie 
bei uns. Die von Haritantis mit Alkaloiden erhaltenen Ergebnisse sind 
etwas héher als die unsrigen, fallen aber doch wohl in den Bereich 
der Hypothese. 

Es mag erwahnt werden, daB unsere Darlegungen auch andere 
Beobachtungen, die von diesen Autoren gemacht wurden, geniigend 
erkliren, namlich den Einflu®B der Temperatur, des Lichtes, des Sauer- 
stoffs, der Jahreszeit in der die Analysen ausgefiihrt wurden, der Samen- 
sorte usw. Jeder Faktor, der im Laufe des Keimungsprozesses die 
Stickstoffverbindungen veraindert, kann Schwankungen in dem nach 
Kjeldahl bestimmbaren Stickstoffgehalt hervorrufen. SchlieBlich kann 
das eigenartige Maximum der ,, Assimilations‘‘-Kurve von einer Protein- 
hydrolyse herriihren, bei der nach Kjeldahl bestimmbare Verbindungen 
entstehen; daraus kénnten dann wiederum Substanzen entstehen, die 
nicht quantitativ zu bestimmen sind. 

Diese Ergebnisse sind auch auBerhalb der vorliegenden Fragestellung von 
Bedeutung. Manche Stickstoffassimilationsversuche mit Bakterien und 
Pflanzen sind in Medien mit sehr stickstoffreichen Substanzen durchgefihrt 
worden, der aufgenommene Stickstoff wurde vor und nach der Inkubation 
nach Kjeldahl bestimmt. Die bei Bodenanalysen vorkommenden Fehler sind 
schon diskutiert worden. Die Ergebnisse von Wazé (15), der beim Wachs- 
tum von Rhizobia auf Bohnenextrakt eine Stickstoffassimilation fand, 
oder von Golding (7), der Pflanzenextrakte benutzte, mag teilweise auf 
der fiir diese Art von Versuchen nicht anwendbaren Kjeldahl-Methode 
beruhen. 

Unlangst verdéffentlichte Ludwig (14) Resultate einer groBen Anzahl 
von Versuchen, in denen die Stickstoffassimilationsfahigkeit von Weiden- 
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stecklingen untersucht wurde. Eine statistische Analyse ergab, daB eine 
kleine, aber deutlich bemerkbare Stickstoffmenge wahrend der Entwicklung 
der Weidenstecklinge aufgenommen wird. Luduig meint aber, daB diese 
Zunahme wohl doch nur scheinbar sei. Seine SchluGfelgerung scheint wohl- 
berechtigt, da Veranderungen der Stickstoffsubstanzen sehr leicht die 
beobachteten Zunahmen erklaren. 

Da in den meisten Stickstoff-Assimilationsversuchen die Dumas- 
Methode nicht anwendbar ist, und die Ajeldahl-Methode haufig von 
Fehlern, die von den Analytikern nicht immer erkannt werden, be- 
gleitet wird, mégen die beiden folgenden, fiir die Ausfiihrung solcher 
Versuche nitzlichen Vorschlige mitgeteilt werden: 

1. Nach Méglichkeit sollten stickstofffreie Medien zur Anwendung 
gelangen; die beobachteten Zunahmen sollten véllig auBerhalb der 
Fehlergrenzen sein. Eine geniigende Anzahl von Proben sollte unter- 
sucht werden, um die Stickstoffassimilation wirklich zu beweisen. Zu- 
nahmen von weniger als | mg Stickstoff in einer Probe sollten Verdacht 
erregen. 

2. Wenn man ein stickstoffreiches Medium nicht umgehen kann, 
muB die Stickstoffzunahme noch gr6éBer sein, wenn man ihr einen Wert 
beimessen soll; in diesem Falle sind direkte Versuche, die die Stickstoff- 
aufnahme sichtbar machen, wiinschenswert, d. h. gasometrische Analysen 
mit hinreichenden Kontrollen miissen wirklich die Abnahme des freien 
elementaren Stickstoffs zeigen. Mit der Ajeldahl-Methode gefundene 
Zunahmen sollten nur als Hinweise dienen. 


Zusammenfassung. 


1. In 5 Versuchen wurde gezeigt, daB man in gekeimten Erbsen 
bei Gegenwart von verschiedenen Alkaloiden und Salzlésungen oder 
von destilliertem Wasser Zunahmen des Stickstoffgehalts von 0,20 
bis 0,30°, (bezogen auf das Trockengewicht) beobachten kann. Diese 
Zunahme wird bei allen angewandten Behandlungsarten festgestellt, 
d.h. die Erbsen, die in Gegenwart von destilliertem Wasser keimten, 
zeigten die gleichen Zunahmen wie die bei Gegenwart von sogenannten 
teizmitteln keimenden. 

2. DaB diese Zunahme auBerhalb der Fehlergrenzen liegt, wurde 
dureh eine statistische Untersuchung des Stickstoffgehaltes gekeimter 
und ungekeimter Erbsen erwiesen. Diese Untersuchung ergab, dab 
gelegentliche starke Zunahmen teilweise auf Zufallen beruhen, daB 
die gleichmaBige ,,durchschnittliche Zunahme* auBerhalb der Fehler- 
grenze liegt. 

3. Der Stickstoftgehalt der Erbsenproben schwankt mit der an- 
gewandten Analysenmethode. Mit der offiziellen Ajeldahl-Methode 
kénnen offenbar nur 90°, des nach Dumas gefundenen Stickstoffe 
bestimmt werden. Verschiedene Modifikationen der Ajeldahl-Methods 
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ergaben verschiedene Ergebnisse. Diejenigen Modifikationen, die mit 
einer Hydrolyse des Materials vor der eigentlichen Zerstérung ohne 
Huminbildung (Zufiigen von H,O oder H,O,) verbunden sind, geben 
fast ohne Ausnahme héhere Ergebnisse als die offizielle A jeldahl- 
Methode. 

4. Es erscheint, daB das Anwachsen des Stickstoffgehalts nicht 
von einer asymbiotischen Stickstoffassimilation wahrend der Keimung 
herrihit, sondern von den Schwankungen der Ergebnisse, die mit den 
K jeldahl-Methoden erhalten werden. Diese Schwankungen werden von der 
wahrend der Zerst6rung anwesenden Feuchtigkeit beeinfluBt, weiterhin 
von den Veranderungen der stickstoffhaltigen Verbindungen wahrend 
der Entwicklung der Pflanzen: durch diese Veranderungen kann der 
Stickstoff in eine leichter bestimmbare Form iibergefiihrt werden. 

5. Die Kjeldahl-Methode erscheint fiir Studien der biologischen 
Stickstoffassimilation, besonders in Gegenwart von Substanzen mit 
hohem Stickstoffgehalt, als nicht besonders geeignet. Wahrend der 
Untersuchung beobachtete Unterschiede werden richtiger mit Verande- 
rungen der stickstoffhaltigen Verbindungen als mit einer Assimilation 
freien Stickstoffs erklart. Direkte gasometrische Methoden, mit denen 
die Aufnahme elementaren Stickstoffs sichtbar gemacht werden kénnen, 
sind fiir den Beweis einer Stickstoffassimilation zu empfehlen. 
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Uber die Wirkung der Elektrolyten auf die Synthese der Lactose. 
Von 
D. Michlin und T. Fetissowa. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Medizinischen Instituts in 
[wanowo-Wosnessensk. ) 
(Eingegangon cm 28, August 1955.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer friiher veréffentlichten Mitteilung berichteten J/ichlin und 
Lewitow (1) iiber die Gewinnung von Milchzucker aus Glucose und 
Galaktose auf enzymatischem Wege mittels eines Breies aus lactierender 
Milehdriise. Die Neubildung von Milechzucker wurde festgestellt durch 
die Verminderung der Reduktionsfahigkeit der Zuckerlésung und durch 
den Wiederanstieg der Reduktion bis zum Anfangswert nach Saure- 
hydrolyse. Die Lactose wurde identifiziert in Form von Lactosazon, 
welches nach Abspaltung des Glucosazons und nach Oxydation der 
freibleibenden Monose mittels Salpetersaure, Kristalle der Schleimsaure, 
die durch ihren Schmelzpunkt leicht erkennbar sind, lieferte. Das neu- 
gebildete Disaccharid liBt sich durch Emulsin glatt spalten. 

Auf diese Weise wurde also die experimentelle Synthese von Milch- 
zucker einwandfrei nachgewiesen. Dabei wurde eine Erscheinung beob- 
achtet, zu deren Aufklirung die vorliegende Arbeit beitragen sollte. Die 
Bildung von Milchzucker erreicht namlich ihren Héhepunkt am vierten 
bis sechsten Tag, woraufhin eine Reversion des synthetischen Vorgangs 
einsetzt, und die Reduktion am neunten bis zehnten Tage bis zu dem 
Anfangswert ansteigt. Durch Saurehydrolyse la8t sich diese Reduktion 
auch in einer kiirzeren Frist erreichen. Dab in diesem Falle tatsachlich 
eine Reversion des synthetischen Vorgangs und nicht Bildung von neuen 
reduzierenden Stoffen vorliegt, wird erwiesen durch die Uhereinstimmung 
der anfiainglichen Reduktion mit jener, die infolge spontaner Reversion 
oder Saurehydrolyse beobachtet wird. 

In der Annahme, dab die enzymatischen Reaktionen sowohl in den 
erwihnten Versuchen von Wichlin und Lewitow, wie auch unter natiir- 
lichen Bedingungen sich an den Oberflichen eines sehr komplizierten 
kolloidalen Systems abspielen, suchten wir durch Einwirkung auf die 
kolloidale Beschaffenheit des Driisengewebes den Gleichgewichts- 
zustand bei der Synthese der Lactose zu beeinflussen. Bei unseren 
Versuchsbedingungen wird der Gleichgewichtszustand letzten Endes 
durch die Konzentrationen der reagierenden Stoffe an der aktiven Ober- 
fliche bestimmt. 

Die Hydratation der Kolloide des Enzympraparats ist fiir den 
Gleichgewichtszustand bei den reversiblen fermentativen Reaktionen von 
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ausschlaggebender Bedeutung. Die Bindung des Wassers durch Kolloide 


stellt einen auBerst komplizierten Vorgang dar, der noch ungeniigend 
erforscht ist. Man nimmt an | Bamberger (2), Kiintzel (3) u. a.}, daB das 
Wasser auf verschiedene Weise durch Kolloide gebunden wird: inter- 
micellar, intramicellar, auf osmotischem Wege usw. Unbekannt bleibt, 
welche Art von gebundenem Wasser an den hydrolytischen Reaktionen 
an den Oberflachen der Kolloide beteiligt ist. Daher begniigten wir uns 
bei den einleitenden Versuchen blof mit einer allgemeinen Beobachtung 
des Hydratationsprozesses im Driisengewebe in Anwesenheit von solchen 
Zuckerkonzentrationen, die bei der experimentellen Synthese der 
Lactose verwendet wurden. 

Zu diesem Zweck wurden vier Stiickchen Milchdriise zu je 5 g in 50 cem 
Phosphatpuffer px 6,8 eingetaucht, unter Zugabe von 50g Glucose und 
0,1 g Natriumfluorid. Nach Trocknung mit Filterpapier wurden diese 
Stiickchen in bestimmten Zeitabschnitten gewogen. Zu den Versuchen 
wurden Milchdriisen von verschiedener Lactationsfahigkeit und syntheti- 
sierender Kraft benutzt. 


Tabelle 1. 


Hydratation des Driisengewebes in konzentrierten Glucosel6sungen. 





Gewicht 


am 1. Tage am 3. Tage am 5. Tage am 7. Tage am 9%. Tage am ll. Tage 
20 17,5 21,2 24,1 26,2 28,5 
20 16,8 19,2 21,3 23,2 24,0 
20 18.5 21,5 23,1 25,0 25,7 
20 19,5 23,5 23,8 25.1 25,8 
Wie aus der ‘iabelle I und Abb. 1 zuersehen = 2-———---—— 


ist, setzt der Hydratationsvorgang in der Milch- 
driise bei der experimentellen Synthese der 
Lactose am vierten bis zum sechsten Tage ein. 
Zu dieser Zeit beginnt auch die Reversion des 
synthetischen Vorgangs. Am Anfang des Ver- 
suchs wird sogar eine gewisse Dehydratation des 
Gewebes beobachtet, die in einer Abnahme des 
Gewichts zutage tritt. 

Die Parallelitiét des Hydratationsprozesses 
und des Reversionsvorgangs der fermentativen 
Synthese kénnte auch als zufallig gedeutet 





werden. Jedoch sprechen unsere experimen- 








tellen Ergebnisse dafiir, dab zwischen diesen 
Erscheinungen cin kausaler Zusammenhang Abb. 1. Quellung det 
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Synthese der Lactose in Anwesenheit von Elektroly ten. 


Bereits im vergangenen Jahrhundert hat Hofmeister (4) die An- 
ionen und Kationen nach ihrer Wirkung auf die Quellung der Kolloide 
in Reihen eingeordnet. Im Lichte der modernen kolloidchemischen An- 
schauungen erwecken jedoch die Hofmeisterschen Reihen gewisse 
Bedenken. 

Die Quellungserscheinungen sind viel komplizierter, als Hofmeister 
annahm. Die Bedeutung der elektrischen Ladungen der Kolloide, 
die von Donnan (5) entdeckte ungleiche lIonenverteilung und die 
damit verbundenen osmotischen Erscheinungen waren damals noch 
unbekannt. Die Frage der Einwirkung von Salzen auf die Quellung der 
Kolloide ist noch nicht véllig aufgeklart. Somit konnten wir auch nicht 
erwarten, daB die Hofmeisterschen Reihen bei der Erforschung der Ein- 
wirkung der Salze auf die fermentative Synthese ihre Geltung in allen 
Kinzelheiten aufrecht erhalten. Dennoch konnten wir die Einwirkung 
der Salze sowohl auf das Ausmaf der Synthese, als auch auf die 
Stabilitaét des Gleichgewichtszustandes feststellen. 


Methode, 


Die Milchdriise einer lactierenden Kuh wird dem Tier sofort nach der 
Abschlachtung entnommen und von Mileh und Fett befreit. Die Driise 
wird zerkleinert, durch eine Fleischmaschine getrieben und alsdann durch 
Gaze ausgeprebt. 10g von diesem Brei werden mit 50 cem Phosphatpuffer 
(pu 7,4) verriihrt, der je 25g Glucose und Galactose enthalt. Dazu wird 
0,1 g Natriumfluorid zugegeben, um die Glykolyse zu vermeiden. Diese 
Mischung dient zur Kontrolle. Zu anderen Portionen von derselben Mischung 
werden verschiedene Salze bis zur Konzentration 1n zugegeben. Alsdann 
wird aus jeder Probe eine kleine Menge der Flissigkeit abfiltriert und davon 
leem zur Zuckerbestimmung nach Bertrand entnommen. Alle Proben 
werden in dicht verschlossenen GefaéBen mit Toluol im Thermostaten bei 30° 
aufbewahrt. Daraufhin wird taglich oder jeden zweiten Tag eine kleine 
Portion abfiltriert und wie am ersten Tag der Zuckergehalt in 1 cem 
bestimmt. 

Wie aus der Tabelle IT und Abb. 2 zu ersehen ist, offenbart sich die 
Wirkung der Salze durch eine gewisse Steigerung der Lactosebildung. 
Die hydrationsfaihigen Na- und Li-lonen erhéhten in unseren Versuchen 
die Menge des synthetisierten Zuckers. Eine noch starkere Wirkung in 
diesem Sinne zeigte CaCl,. Dagegen besitzt das K-Ion nach Freundlich (6) 
eine geringere Hydratationsfahigkeit. DemgemiB war auch in unseren 
Versuchen die Wirkung des Kaliumchlorids am schwachsten, im Ver- 
gleich mit anderen Chloriden. In einigen Fallen zeigte KCl sogar eine 
entgegengesetzte Wirkung, insofern die Bildung von Milchzucker in 
Anwesenheit von KCl herabgesetzt wurde. Indessen bewirkte K,S0,, 
vermutlich infolge der starken lyotropen Eigenschaft, eine Steige- 
rung der Zuckermenge. Rhodanion hemmt den synthetischen 
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Tabelle II. 
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keine Veranderung der Reduktion beobachten. Im alkalischen Milieu 
(pu 9,5) bei Phosphatpuffer wird die Synthese gehemmt. 

Die Wirkung der Elektrolyte auf die fermentative Synthese der 
Lactose kann als Beeinflussung der Hydratation der Milchdriisen- 
kolloide aufgefaBt werden. 

Zur Begrindung dieser Annahme kénnte folgender Versuch mit ge- 
quollenem Driisenbrei angefiihrt werden. Wird ein solches Praparat zuerst 


vier bis fiinf Tage im Phosphatpuffer py 7,4 belassen und dann Monosen 
zugegeben, so bleibt die Reduktion unverandert. 


Tabelle III. 


Fermentative Synthese der Lactose im vorher gequollenen Gewebe. 





Abnahme der Reduktion in cem n/10 K MnO, 
Zugabe pro cem Lésung 
der Zucker 
am am am am am am am 


1. lage 3.Tage 5 Tage 7. Tage 9. Tage 11. Tage 13.Tage 


Am 1. Tage 0 12 8,4 8.4 12 3,6 0 Synthese 
"rae 0 0) 0 0 0 0 () Keine Synthese 
l 0) 7,8 8,5 6,2 2.4 0 0) Synthese 
4 0) 0 0 0 0 0 0 Keine Synthese 


Diskussion und Sehlu8wort. 

Die Verschiebung des Gleichgewichts bei reversiblen enzymatischen 
Reaktionen wurde zuerst von Bodenstein und Dietz (7) bei dem Vergleich 
der enzymatischen und Saure-Hydrolyse des Fettes beobachtet. Neu- 
schloss (8) fand eine starke Wirkung der Salze auf die fermentative 
Spaltung des Rohrzuckers. Schurmeyer (9) konnte nachweisen, daB die 
von Neuschloss entdeckte Erscheinung nur bei ungereinigten Ferment- 
praparaten stattfindet. Die Einwirkung der Salze auf die Invertase hért 
mit der Reinigung des Ferments auf und stellt sich bei Zugabe der 
Kolloide wieder ein. In einem heterogenen Milieu, in dem die fermen- 
tativen Reaktionen unter natiirlichen Verhaltnissen vor sich gehen, 
sowie auch in einem ungereinigten Praparat, kann von einem wahren 
Gleichgewicht nicht die Rede sein, wenigstens nicht in dem Sinne, in 
welchem dieser Begriff fiir homogenes Milieu gilt. Jegliche mehr oder 
weniger bedeutende Einwirkung auf die Kolloide, mit welchem das 
Ferment verbunden ist, mu8 unvermeidlich den Gleichgewichtszustand 
beeinflussen. Die Reversion des synthetischen Vorgangs, die bei der 
enzymatischen Bildung der Lactose beobachtet wird, laBt sich durch die 
Kinwirkung der Hydratation des Fermentpraparats auf den Gleich- 
gewichtszustand erklaren. Im vorher gequollenen Gewebe wird Milch- 
zucker entweder gar nicht gebildet, oder die Synthese kommt nur in 
ganz kleinem Umfang zum Vorschein. Der Reversionsvorgang verlauft 
mit dem HydratationsprozeB parallel. Salze tiben auf die Reversion 
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eine hemmende Wirkung aus, wenn auch nicht mit einer derartigen 
GesetzmaBigkeit, wie es sich nach den Hofmeisterschen Reihen er- 
warten lief}. 

Unbekannt bleibt, ob die Wirkung der Salze auf eine Beeinflussung 
der kolloidalen Begleitstoffe des Fermentpraparats zuriickzufiihren ist, 
oder ob diese Wirkung sich auf den kolloidalen ,,Trager‘ im Sinne 
Wallstdtters bezieht. Es ware auch eine dehydratisierende Wirkung der 
Salze auf das Substrat in Betracht zu ziehen. Zur Zeit sind Arbeiten im 
Gange, die zur Aufklarung dieser Fragen beitragen sollen. 

Die Elektrolyte sind gewiB nicht die einzigen Regulatoren der 
Hydratation der Kolloide und fiir den Gleichgewichtszustand bei 
reversiblen biochemischen Reaktionen nicht allein bestimmend. Eine 
wichtige Bedeutung fiir die obengenannten Erscheinungen ware den 
Lipoiden und auch anderen Stoffen, die fiir den physikalisch-chemischen 
Zustand der biologischen Kolloide verantwortlich sind, beizumessen. 

Uber die Einwirkung solcher Stoffe auf die fermentative Synthese 
hoffen wir in einer nachsten Mitteilung zu berichten. 


Literatur. 
1) Diese Zeitschr. 271, 448, 1934. 2) Ebenda 269, 174, 1934. 
3) Ebenda 267, 243, 1933.— 4) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 24, 247, 1885; 
25, 1, 1888; 27, 395, 1890. 5) Zeitschr. f. Elektrochem. 17, 572, 
1911. — 6) Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 151, 1928. 7) Ebenda 69, 585, 
1909. — 8) Pfliigers Arch. ISI, 17, 45, 925. 9) Ebenda 208, 595. 














Uber die Form der Micellen des StromaciweiBes. 
Ein Beitrag zur Strukturfrage der roten Blutkérperchen. 
Von 
(iundo Boehm. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 3. September 1955.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 
I. Bisherige Untersuchungen. 


Zur Autklarung des Bauplanes der kernlosen roten Blutkérperchen 
sind mit allen erdenklichen Methoden der Histologie und Physiologie 
Untersuchungen vorgenommen worden, ohne da sich bisher eine ein- 
heitliche Anschauung durchgesetzt hat. Lediglich in der Fragestellung 
ist eine gewisse Anderung eingetreten. Wahrend friiher im wesentlichen 
auf histologischer Grundlage und im Hinblick aut das osmotische Ver- 
halten erértert wurde, ob der Erythrocyt ein mit Fliissigkeit gefiilltes 
Blaschen sei (Ballonstruktur) oder einem Gelatinescheibchen zu _ ver- 
gleichen ware (Schwammstruktur), geht heute das Bestreben mehr dahin, 
die Formhaltung und die ungewohnliche elastiseche Formanpassung des 
sehr wahrscheinlich mit einer Hille umgebenen Blutkérperchens zu 
deuten!. 

Die neuesten Resultate mit histologischer Technik im weitesten Sinne 
lassen an der Existenz einer Membran von etwa 0,1 u Dicke und nicht nur 
einer physikalischen Grenzschicht kaum zweifeln?:*. Weniger sicher sind 
die Beweise fiir ein gleichzeitig vorhandenes ,,Stroma‘’ oder fiir ,,Ver- 
starkungen* in der Hiille, da es nicht feststeht, ob die im fixierten und ge- 
farbten Zustand beobachteten ,,Ringfasern’*, Netzwerke, ,,Glaskérper™* usw. 
nicht lediglich Artefakte sind. 

Aus der histochemischen Analyse, auf die am SchluB genauer einzu- 


gehen sein wird, ist verhaltnismaBig wenig zu entnehmen. Es ist wie 
durch diese Arbeit dargelegt wird nicht méglich, aus dem kleinen Gehalt 


an EiweiB84* den SchluB zu ziehen, daB das Protein nur eben ausreicht, um 
eine Membran zu bilden®. Die Voraussetzungen fiir eine solche Behauptung 


' Neuere Arbeiten besprochen in: O. Ndgeli, Blutkrankheiten und Blut- 
diagnostik, 1923, 8S. 90ff.; Schulz u. Krtiger in Handb. d. vgl. Physiol., Bd. 1/1, 
S. LLI1ff.. 1925; Brodersen in Handb. d. mikrosk. Anat. d. Menschen, 
Bd. V1/2/2, Bd. I1/1, 8S. 589ff., 1927; Schilling in Handb. d. norm. u. pathol. 
Physiol., S. 770ff., 1928; ferner: R. #. Liesegang, Biol. Kelloidchemie, 
S. 27ff., 1928; BE. Ponder, The mammalian red cells and the properties of 
the himolytic systems (Protoplasma-Monographien, Bd. VI, 1934); zitiert 


als EF. Ponder, ,,Monographie™. 2U. a. M. Gutstein, Fol. hamatol 33, 
182, 1927; O. B. Lepeschinskaja, ebenda 31, 87, 1925. 3 W. Setfriz, Proto- 
plasma 1, 345, 1926; 7. Péterfi, Naturwiss. 11, 81, 1923 (Priifung mit dem 
Mikromanipulator). * Nach Abzug des Hamoglobins durchschnittlich 
nur 4°. — ° F. Haurowitz u. J. Sladek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 173, 


268 1928 
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ind unzutreffend. Ferner kann auf Grund von Lipoidanalysen nicht mit 
Sicherheit gesagt werden, daB die Hiille der roten Blutkérperchen aus einer 
in- bzw. mehrfach molekularen Schicht derartiger Substanzen besteht'!, da 
die Lipoide in die EiweiBmicellen eingebaut sein diirften*. Selbstverstandlich 
ist auch mit der Charakter‘sierung des StromaeiweiBes als Globulin®, 
Stromatin’*4, mit der Ermittlung der einzelnen Aminoséuren® nichts 
gewonnen °, 

Die Elektroanalyse mit allen ihren Méglichkeiten fiihit nicht zu emer 
bestimmten Aussage Uber den Bauplan; ebenso sind die Resultate bei 
kiinstlicher mechanischer Beanspruchung in dieser Hinsicht vieldeutig: mit 
dem Mikromanipulator findet man eine (zahlenmaBig nicht bestimmte) 
vollkkommene Elastizitat bei hoher Dehnbarkeit ? (die sich gelegentlich ohne 
ersichtlichen Grund in ausgesprochene Plastizitaét umwandelt), wie es auch 
aus dem FlieBen in den Blutkapillaren bekannt ist. 


Aus den osmotischen Vorgangen 8, den Diffusionserscheinungen § und den 
Himolyseeffekten ® 1a8t sich sehr viel endgiiltiges auf die Struktur nicht 
schlieBen. Fiir das Vorhandensein einer teilweise semipermeablen Membran 
spricht das meiste!®; weniger stichhaltig ist das Tatsachenmaterial, das fiir 
die Existenz eines ,,Stromas*'!! hieraus angefiihrt werden kann. 


Auch die Betrachtung gewisser unbelebter .Wodelle hat nichts zur 
Klirung beitragen kénnen. Die auBerliche Ahnlichkeit der Erythroeyten 
mit Myelintropfen'* oder erstarrten Gelatinewirbeln} ist zwar auffallend ; 
irgendwelche zahlenmaBige Beziehungen lassen sich aber gar nicht finden. 
Uberdies haben Berechnungen der Form der roten Blutkérperchen aus dem 
ausgeglichenen Gegeneinanderwirken abkugelnder Krafte der Oberflache 
(Oberflachenspannung) und abflachender, abstoBender Molekularkrafte im 
Innern( ?)!4 zu keinem Resultat gefiihrt'’. Alle derartigen Versuche, Mole- 


1 F, Grendel, diese Zeitschr. 214, 231, 1929. — 2 Als ,,Mischmicellen*: 
S. P. L. Sérensen, Kolioid.-Zeitschr. 58, 102, 170, 306, 1930. — *° J. Oliver 
u. L. Barnard, Amer. J. physiol. 73, 401, 1925. — 4 E.Jorpes, Biochem. 
J. 26, 1488, 1932. — ° F. Haurowitz u. J. Sladek, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 173, 268, 1928. — ® Die Behauptung von EF. Wohlisch, aut der 
Oberfliche des Erythrocyten sei Fibrinogen ,,adsorbiert** und zu Fibrin 
..denaturiert’* (Klin. Wochenschr. 3, 474, 1924), ist durch gar nichts er- 
wiesen. Die oft schon vorher beschriebenen ,,Blutfaiden*: sind kein Fibrin 


(neue Literatur: K. Takeuchi, Fol. himatol. 34, 259, 1927). 7 W. Setfriz, 
Protoplasma 1, 345, 1926. — § Vgl. R. Héber, Physikal. Chemie d. Zelle 
u. Gewebe, 6. Aufl. (1926), S. 461ff. — ® Ubersicht bei R. E. Liesegang, 
Biol. Kolloidchemie, 8. 27ff. (1928). 10 Rechnerisch wird eine Ballon- 


struktur recht gut durch £. Ponder, Proc. roy. soc. B. 97, 138, 1924, 
,Monographie* S. 70 erwiesen. (Verhalten der Durchmesser bei der Quel- 
lung.) — !! Z. B. das zuerst von H. Hamburger (Arch. f. Anat. u. Physiol. 
S. 317 (1898) erschlossene Balkenwerk im Innern, das sich an der os- 
motischen Volumschwankung nicht beteiligen soll. Tatsacbhlich kann schon 
der nichtlésende Raum des hochkonzentrierten Hamoglobins diese Er- 





scheinungen ausreichend erkliren. — '* U.a. A. Gough, Biochem. J. 18, 
202, 1924. — '8 KB. Hatschek, Naturwiss. 15, 1927. — 14 E. Ponder, 
Monographie“, S. 89. — 15 FE. Ponder, Brit. J. exp. Biol. 6, 387, 1929. 


A. T. Bernard, Sang 8, 298, 1934: Die Form wird durch verschiedene 
,.Molekularkrafte’* und durch das lammellése ,,parakristalline** Himoglobin 
gewiahrleistet. 


Biochemische Zeitschrift Band 282. 
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kularkrafte, also rein physikalische Momente, fiir die Formhaltung in 
Rechnung zu ziehen, miissen schon wegen der sehr erheblichen Gr6éBen 
differenzen der runden Erythrocyten bei den einzelnen Tierklassen! auf un- 
iiberwindliche Schwierigkeiten stoBen. Bei den elliptischen Kérperchen 
wird man ohne besondere Strukturelemente, die die Form garantieren, unter 
keinen Umstanden auskommen|!. 

Zusammenfassend JaéBt sich sagen, daB fast alle Untersuchungs- 
methoden im Endergebnis das Vorhandensein einer Membran recht 
zuverlassig beweisen; daB dagegen fiir die Ewistenz eines dabei noch 
vorhandenen ,,Stromas** im Innern des Blutkérperchens oder fiir be- 
sondere , ,elastische** Elemente in der Hiille, die die eigenactige bikonkave 
Form des Erythrocyten gewahrleisten kénnten, nur unsichere Hinweise 
vorhanden sind. Ponder kommt in seiner Monographie (1934) bei 
kritischer Wiirdigung alles vorliegenden Materials schlieBlich zu dem 
tesultat?, daB ein Trabekelwerk im Sinne Rollets nicht beweisbar, aber 
auch nicht widerlegbar sei, und da fiir die Membran abflachende 
Oberflachenkrafte wahrscheinlich nicht in Frage kommen. Die Hiille 
kénnte die ihr eigene Form deshalb haben, weil sie von vornherein einen 
derartigen Aufbau mit ,,lines of strength’ hatte. Ein solches Ergebnis 
ist unbefriedigend. Es war die Aufgabe, mit einer neuen Methode, dic 
gestattet, die Form von EiweiBmicellen zu analysieren, festzustellen, dap ein 
Stroma’ nicht nur wahrscheinlich, sondern recht sicher vorhanden sein 
diirfte, und dap gewisse Arten von Eiweifmicellen die Form und Eigen- 
schaften der Hiille besonders gut erklaren kénnten. 


I. Uber die Form von Eiwei8micellen und ihre strukturelle Bedeutung. 

Nachdem in mehreren Arbeiten gezeigt werden konnte*, da in 
simtlichen Geweben des Tierkérpers, die eine Struktur bilden kénnen 
(Blutplasma) oder besitzen (Sehnen) oder verandern kénnen (Muskel), 
sich jeweils neben anderen ein EiweiBkérper an der Feinstruktur beteiligt, 
dessen Einzelteilchen .,Micellen‘* — stark von der Kugelform ab- 
weichen, sogenannte anisodiametrische Fadenmicellen sind, war es die 
Aufgabe, nach einem solechen Protein auch in den Stromata der roten 
Blutkérperchen zu suchen, das fiir die Formhaltung mabgebend ist. 

EKiweiBlésungen mit Fadenmicellen mit einem Breiten- zu Langen- 
verhaltnis wie Eins zu mehreren Tausend, weisen gegeniiber Lésungen 
mit kugeligen Teilchen eine Reihe von Besonderheiten auf, wie sie 


1F.N. Schulz u. F. v. Kriiger in Handb. d. vgl. Physiol. 1 (1), 
1208, 1925. 2 E. Ponder, ,,Monographie“, 8S. 88—90. - 3G. Boehmu. 
R. Signer, Helv. chim. Acta 14, 1370, 1931; Systematik der Proteine. 
Micellform des Ovoglobulins. Dieselben, Klin. Wochenschr. 11, 599, 1932: 
Fibrinogen. G. Boehm, Klin. Monatsbl. f. Augenheilkde. 92, 347, 1934, 
Linsenalbumoid. A. L. v. Muralt u. J. T. Edsall, J. of biol. Chem. 89, 315, 
351, 1931; Myosin. 
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zuerst an synthetischen Hochpolymeren! studiert wurden. Ihre Vis- 
kositat ist vergleichsweise sehr hoch und anormal; sie neigen zur frei- 
willigen mehr oder weniger festen, eventuell thixotropen Strukturbildung. 
Ktbenso wie bei den Hochpolymeren (Kautschuk, Cellulose, Polystyrol) 
lassen sich diese Erscheinungen zum erheblichen Teil aus der groBen 
Raumbeanspruchung der fadenférmigen Gebilde erkléren: in konzen- 
trierten Lésungen geniigend langer Faden (z. B. mit 3°, Gehalt) sind 
die Teilehen nicht mehr frei beweglich, sondern sie bilden durch Be- 
riuhrung und Verhackung ein ,,Reisigbiindel‘?. Folien aus solchen 
Fadenmolekiilen sind im allgemeinen dehnbar und volikommen elastisch *, 
ihre Festigkeit steigt in bestimmten Grenzen mit der Dehnung. Auf dic 
Verhdltnisse des Erythrocyten iibertragen wiirde das bedeuten, dap die nur 
1%, Protein, falls dieselben aus Fadenmicellen bestehen, nicht nur geniigen 
wiirden, eine netzartig gebaute elastische Membran zu bilden, sondern sve 
wiirden dabei auch noch vollig ausreichen, das Material zu einem Trabekel- 
werk im Innern zu liefern. 


Der Nachweis von Fadenmicellen in Lésung geschieht am sichersten 
mit der Methode der Strémungs-Doppelbrechung. Werden die aniso- 
diametrischen Micellen in ein StrOémungsgefalle gebracht, so richten sie 
sich aus sie legen sich je nach ihrer Lange mehr oder weniger in die 
Strémungsrichtung. Dieser Ausrichtungseffekt eines gewissen Prozent- 
satzes der Einzelteilchen, der mit dem Strémungsgefalle ansteigt, laBt 
sich am Auftreten von Doppelbrechung erkennen. Diese 1aBt sich 
jedenfalls zum gréBten Teil — dadurch erkliren, daB jede Fadenmicelle 
selber doppelbrechend ist, also einen winzigen Kristall darstellt?. Die 
meBbare Doppelbrechung ist dann selbstverstandlich von der Konzen- 
tration und der Dicke der durchleuchteten Schicht abhangig. Es hat 
sich an Modellsubstanzen herausgestellt, daB der Ausrichtungswinkel 
zum Strémungsgefille charakteristisch fiir das Breiten- : Langen- 
verhaltnis der Teilchen ist. Kurze Teilchen bilden einen sogenannten 
Kreuzwinkel’’ von 45° (Gelatine): Jlangere Teilchen (fibrinogen 
Myosin) Winkel zwischen 70 und 80°. Sehr lange Teilchen legen sich 
einfach in die Stromlinien (Kreuzwinkel 90°) (Ovoglobulin) >. 


Die Aufgabe ist es, die Micellen des StromaeiweiBes aus dem Ver- 
bande im Blutkérperchen so schonend wie méglich herauszulésen, um 


1 Siehe hierzu H. Staudinger, Die hochmolekularen organischen Ver- 
bindungen (1932). 2 Vel. G. Boehm in ,,Medizinische Kolloidlehre“, 
S. 611 (1935). (Hrsg. von Lichtwitz usw.) (Myosin nach H. H. Weber.) 

3 Derselbe, Klin. Monatsbl. f. Augenheilkde. 92, 452, 1934 (Struktur der 
Linsenkapsel). — * Zusammenstellung der Theorien der Str6mungsdoppel- 
brechung siehe G@. Bochm, in ,,Medizinische Kolloidlehre*’ S. 615ff. (1935). 

5 G. Boehmu. R. Signer, Helv. chim. Acta 14, 1370, 1931. 
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dann am _ Auftreten einer Strémungsdoppelbrechung in den _ er- 
haltenen Solutionen einen sicheren SchluB auf die Teilchenform ziehen 
zu kénnen. 

Ill. Darstellung des StromaeiweiBes. 


Nachdem sich bei zahlreichen Vorversuchen gezeigt hatte, dab 
cinerseits einmal gefalltes Stromaeiweib besonders bei Zimmer 
temperatur, bei ungeeigneter H’- und Salzionenkonzentration und durch 
Lipoidlésungsmitte] ungemein schnell denaturiert, andererseits ein 
durch zu starke Sauren oder Neutralsalze zerlegtes Haimoglobin iiber- 
haupt nicht mehr auszuwaschen ist, muBten neben alteren, ganz un 
brauchbaren Verfahren auch die neueren  Darstellungsmethoden 
(Michaelis!, Mond?, Haurowitz*, Jorpes*) ausscheiden. Als Kriterium 
der eingetretenen Denaturierung wurde die Unléslichkeit in Neutral- 
salzlésungen angesehen. Von Histologen® war gelegentlich darauf 


hingewiesen worden, daB die roten Blutkérperchen in maBig konzen- 


trierter NaCl-Lésung allmahlich zerflieBen. In eigenen Experimenten 
zeigte sich, daB ganz frisch und schonend ausgeflocktes Stromaeiweil 
durch Zusatz von NaCl und ahnlichen Verbindungen sich sehr rasch 
auch bei neutraler Reaktion zu einer zahen Gallerte umbildet, dab 
aber nach mehrstiindigem Stehen auch mit héchsten Konzentrationen 
solecher Salze diese Lésung ausbleibt °. 


Das Haurowitzsche Produkt erhalten durch eine Anreicherung der 
Stromata in einer Toluol-Wasser-Grenzschicht ist ganzlich denaturiert; es 
ist unléslich und zeigt nicht einmal mehr eine deutliche kataphoretische 
Wanderung! Weder mit der Abtrennung nach Michaelis (Fallung der 
hamolysierten Blutkérperchen mit Acetatpuffer) noch mit der von Mond 
stammenden Vereinfachung dieses Verfahrens (Fallung mit Salzséure) ist 
das StromaeiweiB farblos und léslich zu bekommen. Mond erzielt zwar eine 
Peptisierung in Alkali (py 9 bis 10!) das resultierende Alkalieiweif 
diirfte ein Kunstprodukt sein, aus dem sichere Schliisse iiber den Zustand 
im Erythrocyten nicht gezogen werden kénnen. (Das beweisen auch Er- 
fahrungen an alkalisiertem Ovalbumin’.) Auch nach den Angaben von 
Jorpes 1laBt sich nicht erfolgreich arbeiten (Fallung mit Antiserum, Aus- 
waschen mit H,O oder Phosphatpuffer). Das isolierte Protein ist nicht 
geniigend farblos und nur in starkem Alkali in Lésung zu bringen. 


1 L. Michaelis u. D. Takahashi, diese Zeitschr. 29, 439, 1910. 
2 R. Mond, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 208, 574, 1925. — * F. Hauro 
witz u. J. Sladek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 173, 268, 1928. — 4 EF. Jorpes, 
Biochem. J. 26, 1488, 1932. ° W. Setfriz, Protoplasma 1, 345, 1926: 
W. W. Lepeschkin, Kolloidchemie d. Protoplasmas, 8. 64, 132 (1924). 
® Die sogenannte Hiamolyse durch konzentrierte Neutralsalze ist dem- 
nach in Wirklichkeit eine Stromatolyse: J. Acél u. L. Lorbeer, diese Zeitschr. 
147, 557, 1924. Die Bechholdsche Annahme: Auspressen des Hamoglobins 
durch die hypertonischen Lésungen ist unrichtig. — 7G. Boehm u. R. Signer, 
Helv. chim. Acta 14, 1400, 1931. Durch Alkalisierung wird aus dem sicher 
kugelférmigen Ovalbumin ein str6mungsdoppelbrechendes fadenférmiges 
Albuminat. 
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Uber die Form der Micellen des StromaeiweiBes. 


Es wurde deshalb folgende Methode entwickelt: 

Etwa 180 cem Kalbsblut wurden in 40 ccm Na-Oxalatlésung (1,5 °,) 
aufgefangen und nach starker Kiihlung auf + 2° sogleich zentrifugiert 
(etwa eine halbe Stunde nach der Schlachtung) und mehrfach mit 0,9 °,iger 
NaCl ausgewaschen. Die jeweils entstehende Schicht von Leukocyten wurde 
zusammen mit den obersten Teilen des Erythrocytenbreies abgesaugt'!, um 
die zeitraubende und wahrscheinlich denaturierende Filtration durch Watte 
zu vermeiden. Die Metallbecher der Zentrifuge (3400 Touren/Min. 10 em 
mittlerer Durchmesser) wurden paarweise auf 7 bis 5° gekiihlt; alle 
iibrigen Operationen (Absaugen, Umriihren usw.) geschahen in isolierten 
kleineren Eiskisten. Nach Entfernung des Plasmas wurde die Suspension 
der Blutkérperchen mit O, gesittigt, da anscheinend dann bessere Fallung 
eintritt. Der schlieBlich resultierende Blutkérperchenbrei (etwa 30 ccm) 
wurde dann in 450 cem destillierten Wassers gegossen, das vorher mit CO, 
bei 0° 11/, Stunden lang durchperlt worden und wohl iibersiattigt war 
(px < 4,0). Die augenblicklich haimolysierten und flockenden Stromata 
wurden so rasch wie méglich in Portionen bei gleichem Kiihlverfahren wie 
angegeben jeweils 2 bis 3 Minuten abzentrifugiert, wobei die Temperatur der 
Suspension héchstens auf + 4° stieg. Der Gesamtniederschlag wurde dann 
unter gr6Bter Beschleunigung und bester Kiihlung fiinfmal mit einer Lésung 
von einem Teil Tyrodegemisch (ohne Bicarbonat) und neun Teilen de- 
stillierten Wassers, die 2 Stunden bei Zimmertemperatur mit CO, behandelt 
worden war, auf der Zentrifuge ausgewaschen. Im ganzen nahm das etwa 
1'/, Stunden in Anspruch wobei das Volumen des schlieBlich nur ganz 
schwach rosa gefairbten Stromabreies sich nicht wesentlich verinderte. 
Dieser Niederschlag lést sich zu erheblichem Anteil recht schnell in einer 
Mischung von LiClO,*? (zusammen 1,25 mol.) und doppelt konzentrierten 
Boratpuffer (zu gleichen Teilen: py der Mischung 7,7) zu einer stark faden 
ziehenden® Gallerte (px 6,5 bis 7,1) 4. Diese wird in Eispackung 2 Stunden 
mit einem Glasriihrer turbiniert, durch mehrmaliges Durchpressen durch 
Glasfilternutschen G 1 und G 2 homogenisiert und schlieBlich was nicht 
zu umgehen ist — 2 Stunden lang in Abschnitten zentrifugiert. Es resultiert 
eine nur schwach opaleszente, leicht gelbliche Lésung; das Sedimentierte ist 
volumin6és, stark fadenziehend und teilweise gallertig. Durch Dialyse in 
diinnen Kollodiumsicken kann der Salzgehalt der Lésungen ohne Flockung 
leicht bis auf etwa 0,2 mol. LiClO, herabgesetzt werden. Nach erneuter 
Fallung mit CO, (bei Eiskiihlung) ist der Niederschlag wieder in LiClO, 
Boratmischung léslich. 

Das geschilderte Verfabren griindet sich auf folgende Uberlegungen und 
experimentelle Erfahrungen: 

Das Hamoglobin des Kalbsblutes ist gegen Zersetzung durch Saure 
besonders resistent®. Die Fallung der Stromata nach der Hamolyse darf 
nur mit Sauren geschehen, die nicht denaturieren und vor allem das Hiimo 
globin intakt lassen. Diese Bedingungen erfiillt die sicher ,,physiologische”™ 


1 KE, Abderhalden u. H. Deetjen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 335, 1907. 
— * Hergestellt als LiClO, .3 H,O aus HCIO, p. a. 70°, und LiCQ, puriss. 

3 Gesamtgehalt an LiClO, etwa 0,6 mol. — 4 Das px des Innern des 
Erythrocyten betragt 7,47 —- 6,95; H. Taylor, J. physiol. 68, 343, 1927. 
— 5 KF, N. Schulz u. F. v. Krtger in Handb. d. vgl. Physiol. 1 (1), 1174; 
Rinderblut' besitzt ein besonders resistentes Hamoglobin, das bei Jung- 
tieren noch geeigneter sein diirfte. 
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CO,!. Diese Ausfillung wird aber, wie sich gezeigt hatte, sofort hintan 
gehalten, wenn die Mengenverhiltnisse Erythrocytenbrei: CO,-haltigen 
Wasser nicht passen. Ein kleiner Zusatz von NaCl geniigt, um sofort dix 
geflockten Stromata in eine unzentrifugierbare Suspension zu verwandeln 
Die rasche Denaturierung von ausgefallten Proteinen bei Zimmertemperatu: 
ist nach neueren Untersuchungen bekannt, womit sich die schnelle Ver 
arbeitung bei méglichst tiefer Temperatur rechtfertigt. Kine Abtrennun: 
des Hamoglobins durch Aufl6sung und Wiederfallung ist undurchfiihrbar, da 
auch durch die notwendigen Neutralsalzkonzentrationen ein Teil des Blut 
tarbstoffes zerlegt wird. Das gebildete Hamatin ist wie erwahnt un 
auswaschbar. Das Auswaschen mit destilliertem Wasser ist schadigend; da 
auch in verdiinnten Neutralsalzlésungen das StromaeiweiB mehr und meh: 
in Lésung geht, wurde als Mittelweg eine verdiinnte, aquilibrierte Ionen 
mischung (zur Verhinderung der Denaturierung) mit angereichertem CO 
(zur Vermeidung der Wiederauflésung) gewahlt. Das LiClO, wurde als 
peptisierendes Neutralsalz deshalb genommen, da es als Kombination des 
kleinsten Metallkations mit einem sehr groBen und stark lyotropen Anion 
optimale Lésewirkungen haben muB, falls die Reaktion annéihernd neutral! 
ist ®. Die Regulierung der Reaktion mit Phosphatpuffern ist wegen de: 
Schwerléslichkeit des Li, PO, unméglich; mit geniigenden Mengen Veronal 
puffer ist eine Denaturierung nicht ganz ausgeschlossen. Es wurde deshalb 
(trotz schlechter Reproduzierbarkeit in dem Bereich von 6,5 bis 7,5) doppelt 
konzentrierter Boratpuffer verwendet, der ein Ansteigen der H’-Ionen 
konzentration unter ein py von 6,0 von hier ab lést LiClO, nur noch sehi 
schwach — verhindert. 

Die Méglichkeit der Bildung eines Kunstproduktes durch das LiClO, 
wurde durch folgenden Modellversuch an Gelatine ausgeschaltet: In 
Imol. LiClO, lésen sich Gelatinelamellen fast augenblicklich zu einer 
Solution, die ,,normale** Viskositét und keine Stré6mungsdoppelbrechung 
zeigt ganz im Gegensatz zu den Lésungen in Wasser bzw. verdiinnten 
Salzen. Der absolute Wert der Zahigkeit kann dabei (z. B. bei einem Gehalt 
von 35°!) enorme Werte erreichen. Unter ungeeigneten Bedingungen 
(Zimmertemperatur) wurden derartige Losungen bis 14 Tage aufbewahrt; 
es geniigt dann, das LiClO, herauszudialysieren, um sofort wieder eine 
Gallerte zu erhalten. Es ist zwar anzunehmen, da durch laingere Ein- 
wirkung von LiClO, auf Gelatine und auch auf StromaeiweiB ein schwacher 
Abbau stattfindet analog der irreversiblen Viskositatssenkung durch das 
ebenfalls stark lyotrope KSCN bei Gelatine*. Ein Aufbau von kugel- 
f6ormigen Einzelteilchen zu fadenf6rmigen Micellen wie z. B. bei der 
Alkalisierung von Ovalbumin mit Kugelmicellen 5 kann aber iiberhaupt 
nicht in Frage kommen. Die reversible Einwirkung des LiClO, auf die 
Gelatine ist eine Ze:legung der langlichen Micellen in kugelige Einzel- 
teilchen, die entsprechend auch bei Erwairmung iiber 30° eintritt® und zu 


' Zuerst von J. Bang in C. Neuberg, Der Harn II, 8. 962 (1911) be- 
schrieben. Die von E.Jorpes behauptete Unbrauchbarkeit der CO, ist 


unbegriindet (Biochem. J. 26, 1488, 1932). — * G. Boehm, Arch. f. exper. 
Path. u. Pharm. 146, 327, 1929. — ® Uber Peptisierung durch andere Li- 


Salze: Wo. Pauli u. E. Valké, Kolloidchemie d. Eiwei8kérper, 8S. 119ff. 
(1933); Uber ,,Hamolyse* besser ,,Stromatolyse™ (s. oben) durch Li-Salze: 


J. Acélu. L. Lorbeer, diese Zeitschr. 147, 557, 1924. 4K. Stiasny, Kolloid- 
Zeitschr. 35, 356, 1924. — 5 G. Boehm u. R. Signer, Helv. chim. Acta 14, 


1400, 1931; ferner S. 1392. 
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Solutionen ohne jede ,,Struktur® fiihrt. Es ist wohl nicht anzunehmen, daB 
beim Stromaeiweif ein genau umgekehrter Vorgang durch das LiClO, vor 
sich geht. 

Die Gehaltsbestimmung an Protein geschah nach Ajeldahl (Halb- 
mikromethode). Um St6rungen durch das LiClO, zu verhindern, wurde das 
Protein einer abgemesenen Menge Lésung zuerst mit Trichloressigsiure 
gefallt und auf der Zentrifuge mehrmals mit heiBem Wasser gewaschen. 

Die pu-Messungen der Salzlésungen geschahen teilweise mit dem 
Universalindikator (Jerk); die der EiweiBlésungen nur mit der Gaskette 
bei stehender H,-Blase. 


IV. Optische und viskosimetrische Untersuchung. 
1. Methode. 
Das Strémungsgefalle wird in dem schon friiher teilweise be- 
schriebenen, unterdessen verbesserten Rotationsapparat! erzeugt. 


In einem hohlzylindrischen AuBenteil aus Kunstharz dreht sich (bei 
einer Schleifstaub vermeidenden Lagerung) ein ebenfalls aus unangreit- 
barem Kunststoff bestehender Innenkérper. Der Antrieb geschieht durch 
Elektromotor; die Kraftiibertragung durch eine Reibungskupplung und 
Schnurlauf nach Passieren einer Spannvorrichtung. Verschiedene Ge- 
schwindigkeiten lassen sich durch eine abgestufte Riemenscheibe bzw. durch 
Verschieben der Friktionskupplung oder Vorschalten von Widerstiéinden 
herstellen, die nach Zahnraduntersetzung mit Stoppuhr gemessen werden 


9 
2r.na4u 
kénnen. Das erzielte Strémungsgefille ist nach der Formel: 
,.—T, 
a + 
(Tq Radius des auBeren Hohlzylinders, 7; Radius des Rotations- 


kérpers, u Zahl der Umdrehungen/Sek.) definiert. 

Die Rotationsvorrichtung lat sich mit einem Handgriff auf ein 
Polarisationsmikroskop (Leitz) mit gekreuzten Nikols, Gipsblattchen Rot | 
oder II], Bertrandscher Hilfslinse derart aufsetzen, daB bei einem bestimmten 
Umdrehungssinn aus der Stellung des drehbaren Objekttisches bei maximaler 
Doppelbrechung sich der Ausrichtungswinkel (y) der Micellen zum 
Stromungsgefalle in Winkelgraden ( l 2°) ablesen bzw. berechnen 
laBt, wobei auch gleichzeitig der Charakter der Doppelbrechung (positis 
oder negativ) ermittelt wird. Der Wert der entstehenden Doppelbrechung 
wird durch die Verschiebung des Jalbotschen Streifens (entstanden durch 
spektrale Zerlegung des Rot I. bzw. III. Ord.) in einem passend aufgesetzten 
Handspektroskop (Zeiss) mit Wellenlingenskala gemessen (Genauigkeit je 
nach der Triibung der Lésung 2—-3mu). Die Beleuchtung geschah 
mit einer Punktlichtbirne (4 Amp.), die mit einem Exhaustor gekiihlt war 
und deshalb in gr68te Nahe gebracht werden konnte. Auf streng parallelen 
Strahlengang bis zur Eintrittsblende wurde geachtet. Der im Spektroskop 
beobachtete Gangunterschied (@) wird nach der Formel: G/D Ny Ne 
umgerechnet. (D Schichtdicke der Lésung, ", Ne Wert der Doppel- 
brechung.) Bei der Messung wurde im iibrigen nach friiher geschildertem 
Verfahren (Aufsuchen der Nullstellung mit eventuell ,,photoelastischem‘*‘ 
Effekt) vorgegangen. Alle Messungen geschahen bei Zimmertemperatur 
(etwa 18°); die Anwendung des vorgesehenen Kiihlmantels an der Rotations- 
apparatur ist bei den kurzen Beobachtungszeiten und der geringen Zabigkeit 
der in Frage stehenden Lésungen nicht erforderlich. 


1G. Bochm u. R. Signer, 1. ce. 8S. 1378. 
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Die Viskositaét wurde mit dem bekannten Viskosimeter nach Ubbelohd 
bei Drucken zwischen etwa 1,5 und 50 em Hg ermittelt, wobei Temperatw 
konstanz gewahrleistet war. Die Kalibrierung der Kapillare geschah i 
der tiblichen Weise. Um die bei druckabhangiger Viskositaét erhaltene: 
Zahigkeitsdaten 7,,,; mit beliebigen anderen vergleichen zu kénnen, erfolgt 
die bewahrte Reduktion auf gleiches Gefalle! entsprechend der Forme! 
Sv/Zrrtin (v 
t Auslaufszeit ). 


ausgeflossenes Volumen, 7 Radius der Kapillare, 


3 Erge bnisse der optischen und viskosimetrischen Unte rsuchung. 

Die optische Untersuchung von StromaeiweiB ergibt ein bemerkens 
wertes Resultat: Es ist nicht nur eine gut meBbare Doppelbrechung 
nachzuweisen, sondern es findet sich auBerdem bei allen Konzentrationen 
und Strémungsgefallen ein Ausrichtungswinkel von 90°. (Tabelle Ib 
IIb, IlIb, Abb. 1 bis 3). 

Tabelle La. 


Gehalt: 0,51 g/100cem Lésung, pu: 6,30. 


Viskositat von Stromaeiweilh. 





rn M 7 7 
’ rel ‘rel ‘rel 


873 1 
2492 1 


9703 1,62 


19% 3210 1,68 
7 16590 1,62 


i) 6820 1,63 


Tabelle Ib. 


Gehalt: 0,51 g¢/100 eem Lésung, Pu: 6,30. 


Optische Untersuchung von StromaeiweilS. 





Umdrehungszahl 
pro Sek, 


0,87 
1,11 
2.94 
5,71 


Gangunterschied 
mu 


188 8 
239 9 
633 20 

1226 36 


1 


0.180 
0.202 
449 


gn? 
9) 
90 





0,809 90 
Charakter der Doppelbrechung: negativ in bezug auf die Str6mungs 
richtung. 

Tabelle Ila. 


Viskositat von Stromaeiweif. 


Gehalt: 0,179°, pu: 7,10. 





? r 
‘rel ‘rel 


649 1,15 7180 
3210 1,15 


Tabelle IIb. 


) 


1,15 
13000 1,15 


Optische Untersuchung von Stromaeiweib. 
Gehalt: 0,179%, pu: 7,10. 





n,—n,. 10-6 
7 a 


n,. 10° 


(59 0,202 gn 
1475 0,247 90 


4100 
7700 


0,449 
0,563 
Charakter der Doppelbrechung: negativ. 


' H. Krépelin, Kolloid-Zeitsehr. 47, 294, 1929. 
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loha Tabelle Illa. Viskositat von Stromaeiweil. 
Gehalt: 0,078 °,, Pu: 6,72. 





? 
‘rel 


825 1,07 15290 1,07 


4800 1.07 25590 1,08 (Turbulenz!) 


Tabelle IIIb. Optische Untersuchung von Stromaeiweibh. 


- ’ ~ ) ot | 
CGehalt: 0,078 %, PH: G. dae 





Clls 
ung ny — Na: 10-6 y n,—N,- 10-6 
men 
471 0,090 90° 5920 0,224 
Ib 22.10 0,179 90 9300 0,294 
5010 0.224 90) 


Charakter der Doppelbrechung: negatiy 
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Abb. 1. Strémungsdoppelbrechung und Gefille von Stromaeiweiflisung von 0.51 vel. 
Tabelle Ib). Keine Turbulenz 
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Abb. 2. Strimungsdoppelbrechung und Gefille von Stromaeiweifilisung von 0.1790 
Tabelle I[b. Turbulenz von etwa G = 4000 ab. 
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Abb. 3. Strémungsdoppelbrechung und Gefadlle von Stromaeiweiflésung von 0,078°!9 (vg! 
Tabelle II]b). Turbulenz von etwa G = 2200 ab 


Die Doppelbrechung ist bei kleinen Gefallen diesen proportional. 
Bei héheren Gefallen — je nach Viskositat der Lésung — von 2200 bzw. 
4000 ab (Abb. 2 und 3) ist ein verlangsamter Anstieg und schlieBlich 
scheinbare Konstanz (Abb. 3) der Strémungsdoppelbrechung zu beob- 
achten. Eine Sattigung der Doppelbrechung durch restlose Aus- 
richtung der Micellen diirfte aber in Wirklichkeit nicht vorliegen, viel 
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mehr wird die zunehmende Ausrichtung durch die gleichfalls anwachsende 
Turbulenz gestort. 

Es ist bemerkenswert, daB sich die Anisotropie auch in der sehr 
dimnen Lésung von 0,078°% bei einer Viskositét von nur 1,07 
(H,O 1,00) noch mit ausreichender Genauigkeit messen ]aBt. Be- 
ziehungen zwischen Konzentration und Doppelbrechung bei einem 
bestimmten Gefalle kénnen aus verschiedenen Griinden vorlaufig nicht 
abgeleitet werden, da ecinerseits die Theorie der Strémungsdoppel- 
brechung noch nicht geniigend durehgebildet ist, andererseits der 
{einheitsgrad des dargesteIten Stromaproteins noch kein ausreichender 
ist. Die festgestellten Werte von n, — n, sind deshalb zur Ermittlung 
einer ,,Materialkonstante‘* des StromaeiweiBes nicht zu verwenden. 
Inwieweit dagegen der negative Charakter der Doppelbrechung auf 
konstitutionelle Besonderheiten des Stromaproteins — Einbau von Lipoiden 
oder vielleicht von Kernsubstanzen durch die vorangegangene Kario- 
lyse schlieBen laBt, ist zu tiberlegen. Die bisher gepriiften Proteine 
sind samtlich positiv doppelbrechend; gewisse Lipoide und auch das 
Chromatin! sind jedoch negativ anisotrop. 

Die Reaktion ist auf den Ausrichtungswinkel ohne ersichtlichen 
KinfluB (bei py 6,3 bis 7,1). Die fadenférmigen Micellen werden also 
durch verschiedene Aufladung nicht deformiert?. 

Kin sogenannter ,,photoelastischer*’ Effekt ist stets zu finden: Bei 
beginnender Rotation in der ,,Nullstellung’* ist eine kurz dauernde Ver- 
schiebung des Talbotschen Streifens deutlich zu bemerken. Es handelt 
sich hierbei um eine ,,Spannungsdoppelbrechung**, die durch mechanische 
Beanspruchung der als ganzes durch die ,,Verhackung** der Fadenmicellen 
schwachstrukturierten Lésung des Stromaproteins entsteht. Entsprechend 


der Genese dieser Anisotropie die genauere Diskussion wurde friiher ge- 
geben 3 ist ihre Achse (der zu beobachtende Winkel) stets 45° und 


unabhangig von der Teilchenlange. 

Zu den angegebenen Werten der Zahigkeit ist zu bemerken, dab sich 
eine ,,Elastizitat‘’ mit Sicherheit nur bei héheren Konzentrationen 
nachweisen laBt (Tabelle la). Die Viskositat ist im Vergleich zu der 
von synthetischen Hochpolymeren (z. B. Polystyrol) gleicher Molekil- 
lange klein — ein Verhalten, das sich auch bei dem Ovoglobulin findet 
und nicht mit Sicherheit erklart werden kann. 

3. Diskussion. 

Die unter den angegebenen Bedingungen festgestellte Str6mungs- 
doppelbrechung beweist, daB die Micellen des Stromaeiweibes keine 
Kugelmicellen sind, sondern eine fadenformige Gestalt haben miissen. 

1 W. J. Schmidt in Handbuch d. biol. Arbeitsmethoden. Abt. V. 
Teil 10, S. 648 ff. (1934). — ? G. Boehm u. R. Signer, Helv. chim. Acta 14, 
1393, 1931. — *? G. Boehm u. R. Signer, Helv. chim. Acta 14, 1398, 1931; 


G. Boehm in ,.Medizinische Kolloidlehre‘’, S. 616 (1935). (Hrsg. v. Licht- 
witz usw.) 





sende 


sehr 
1,07 
Be- 
inem 
nicht 
ppel- 
der 
‘nder 
bung 
iden. 
auf 
iden 
ario- 
teine 
. das 


chen 


also 


Bei 
Ver- 
ndelt 
ische 
ellen 
hend 
r ge- 


und 


sich 
onen 
der 
‘kiil- 
ndet 


ngs- 
eine 
sen. 
t. V. 
. 14, 
931; 
icht- 
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Der Ausrichtungswinkel von genau 90° deutet nach allen Ergebnissen 
bei ModeUsubstanzen darauf hin, daf diese Fadenform eine sehr aus- 
gesprochene sein muB, so daB sich die Micellen des Stromaeiweibes 
einfach in die Stromlinien legen. Bekannt ist, daB ein Polystyrol 
mit dem hohen Molekulargewicht von etwa 500000, also einem 
Breiten : Langenverhaltnis von Eins zu mehreren Tausend sich an- 
nahernd in eine 85° Stellung ausrichten laBt. Weiterhin ist Ahnliches! 
von den langen, gealterten nadelf6rmigen Teilchen des V,O,-Sols, terner 
von den im Ultramikroskop deutlich fadigen Seifenteilchen beschrieben 
worden. Wahrend bei den fadenférmigen doppeltbrechenden Eiweib- 
kérpern (Fibrinogen, Myosin, Linsenalbumoid, Gelatine) nur Aus- 
richtungswinkel bis maximal 78° unter vergleichbaren Bedingungen 
gefunden wurden, ist lediglich das Ovoglobulin des Kierklars, dureh 
welches die eigenartige Konsistenz dieses Gebildes bedingt wird, in 
dieser optischen EKigenschaft dem StromaeiweiB analog. 
V. Schlubfolgerungen. 

Der Nachweis der fadenférmigen Gestalt der Stromamicellen 
erlaubt gewisse SchluBfolgerungen zu machen: 

Der Gehalt der Blutkérperchen an solcher Substanz, die an der 
Geriist- bzw. Membranbildung beteiligt sein kann, wird sehr verschieden 
angegeben. 

An EiweiB, das alkohol- und atherextrahiert wurde, findet Abder- 
halden*® durchschnittlich 3,38°, bei neun Saéugetierarten, mit Lipoid etwa 
3,88 Gew.-°,. Die Werte sind auch bei den gleichen Spezies sehr schwankend. 
Fiir das Menschenblut lauten die entsprechenden Zahlen nach zuverlassigen 
Analysen von Beumer und Birger ohne Lipoid 1,68 °,, mit Lipoid 2,14°,°. 
(Haurowitz 4, der nur Ausbeuten angibt, ermittelt fiir Menschen-Erythrocyten 
0,755, EiweiB mit Lipoid; 0,475°, ohne Lipoid; fiir das Pferd durch- 
schnittlich 0,899°,, bzw. 0,511.) 

Als mittleren Wert wird man also etwa 4°, der roten Blut- 
kérperchen als geriist- oder membranbildende Substanz in Rechnung 
zu setzen haben, wobei die Lipoide, die sicher zu erheblichem Anteil 
in die KiweiBmicellen eingebaut sind®, einbezogen werden kénnen. 

Haurowitz® fihrt auf der Grundlage eines Stromagehalts von 
0,5°%, (einschlieBlich Lipoid) eine Rechnung durch, aus der sich die 
.,uberraschende Tatsache‘‘ ergeben soll, dai die Stromamenge iiber- 
haupt nur ausreichend sein kann um (bei einem Wassergehalt von 


' Literatur hierzu vgl. G. Bochm und BR. Signer, |. c. S. 1374. 


> BE. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 65, 1898. > HE. Bewmer 
u. M. Barger, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 71, 311, 1913. 1 FE. Hauro- 
witz u. J. Sladek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 268, 192s. > Als Misch- 


micellen: Siehe P. L. Sérensen, Kolloid-Zeitsechr. 58, 102, 170, 306, 1930. 

6 F. Haurowitz u. Z. Stary, Med. Klinik 24, 740, 1928; Erwiderung 
hierzu: J. Baron, ebenda 8S. 1239; dazu Entgegnung von F’. Haurowitz u. 
Z. Stary. 
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75°%,) eine héchstens 9,6 mu dicke Membran zu bilden. (Bei 4% Stroma 
waren es mit H,O 77 mu = 0,077 u: ohne H,O 0,019 u.) Bei Annahme 
einer Wirfelgestalt der EiweiBbteilchen besténde dann die Membran 
aus | bis 2, bei angenommener Kugelform aus 2 bis 3 ,,Molekiillagen*’ 
Demgegenitiber ist festzustellen, daB fiir Fadenmicellen die von Haurowitz 
zugrundegelegten Voraussetzungen nicht gelten. Bei der erwahnten gropen 
Raumbeanspruchung von solchen anisodiametrischen Kinzelteilchen | wird 
weder eine dichte Wiirfel- noch eine Kugelpackung vorliegen. Diese Be- 


: ° m ‘el oe 
hauptung laBt sich durch folgende Tatsachen und Uberlegungen stiitzen : 


Kine 4°,ige Lésung von EKiweiB mit Kugelmicellen, z. B. von Oval- 
bumin, hat eine Viskositat, die sich von der des Wassers nicht wesentlich 
unterscheidet. Wahrend es gelingt, mit solchen Proteinen noch 30° ige 
Solutionen herzustellen, die»zwar sehr zih, aber glatt flieBend und nicht 
irgendwie strukturiert sind, ist es unméglich, Fadenmicellen tiber 3 bis 
4° in Lésung anzureichern, so daB diese Solutionen dann noch den 
Charakter einer Fliissigkeit haben?. In solechen Konzentrationen be- 
hindern sich die Micellen durch Beriihrung und Verhackung Bildung 
eines ,,Reisigbiindels‘‘? so stark, daB nur eine Gallerte resultiert. 
Die Fadenmicellen bilden in ihrer Gesamtheit eine nicht orientierte Struktur 

ein radumliches Fachwerk mit den bekannten elastischen  form- 
bestindigen Eigenschaften der Gallerten. 

Das Wasser zwischen den Maschen ist zwar rein mechanisch 
immobilisiert, aber durchaus nicht so ,,fest gebunden“, daB es nicht 
andere Substanzen in Lésung halten kénnte*. Beispielsweise kénnen 
in eine mehrprozentige Gelatinegallerte reichlich Elektrolyte und Nicht- 
elektrolyte (Farbstoffe, sehr leicht auch Hamoglobin*) aufgenommen 
werden. Das duBerlich sehr kompakt erscheinende Fachwerk ist sogar 
in Wirklichkeit so locker aufgebaut, dab intakte Erythrocyten in einer 
solchen nur wenig gestért kataphoretisch wandern kénnen®. Auch die 
Fibringallerte, als Resultat der Gerinnung von etwa 0,1 °,iger Fibrinogen- 
lésung, schlieBt in ihren Maschen das Gesamtserum mit 7° EiweiB und 
die kérperlichen Elemente des Blutes ein. (Sowohl die Gelatine- wie die 
Fibrinogenteilchen sind Fadenmicellen.) 

Kine derartige Struktur — ein lockeres rdumliches Fachwerk — diirfte 
nach dem Resultat der Formanalyse der StromaeiweiBmicellen in den 


' Myosinlésungen iiber 1,5°, Gehalt flieBen nicht mehr: J. 7’. Edsoll, 
J. of biol. Chem. 89, 289, 1930. — ? Siehe G. Boehm in ,,Medizinische 
Kolloidlehre™ 8. 611 (1935) (Hrsg. von Lichtwitz usw.). (Myosin nach H. H. 
Weber.) — * Kritische Bemerkungen zu dem Begr'ff ,,gebundenes** Wasser: 
R. E. Liesegang in ,,Medizinische Kolloidlehre*: 8S. 495ff. (1934); fiir Gelatine 
finden D. M.u. M. M. Greenberg, J. gen. physiol. 16, 559, 1933, daB praktisch 
alles Wasser Elektrolyte und Nichtelektrolyte lésen kann. — * R. E. 
Liesegang u. O. Mastbaum, diese Zeitschr. 205, 451, 1929. — 5 H. A. 
Abramson, Proc. soe. exp. Biol. a. Med. 26, 147, 1928. 
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Erythrocyten vorliegen. Die nur 4°, Protein ,,beanspruchen** das Volumen 
eines Blutkdrperchens vollstindig und kénnen dabei auch noch eine 
Membran aus Fadenmicellen aufbauen. Das Gallertkliimpehen mit 
einem Fibrinkliimpchen hat WV. H. Fischer inden bekannten Kontroversen 
iiber die Hamolysen bereits den Erythrozyten verglichen ! ist als 
solches zur Formhaltung und zur elastischen Formanpassung ? befihigt. 
{Die Membran wird in dieser Richtung noch unterstiitzend wirken: sie 
mu, falls sie aus dem anisotropen Stromaprotein besteht, nach allen 
fesultaten an Folien aus synthetischen und natiirlichen Fadenmolekiilen 
bzw. Fadenmicellen neben hoher und reversibler Dehnbarkeit auch 
zunehmende Festigkeit mit steigender Dehnung aufweisen (s. oben). 
Sie braucht nicht ,,halbfliissig’’ zu sein}. 

In cinem solchen Fachwerk kénnen sowohl Trypanosomen? wie 
Hamoglobinkristalle* oder Zellkerne* bei aller sonstigen mechanischen 
Festigkeit beweglich bzw. verschiebbar sein. Beim Anstechen der 
Membran kann die Haémoglobinlésung und das Cytoplasma ebenso aus- 
flieBen, wie das Blutserum aus dem Fibrinkuchen ausgepreBt werden 
kann. Selbstverstandlich kann unter gewissen Umstanden die stark 
konzentrierte Hamoglobinlésung zwischen dem Netzwerk gelatinieren 
und wird dann bei Mikrodissektion nicht ausflieBen®. Dab die aus- 
gelaugten, aber nicht entwasserten Stromata sich bei der Zentrifugierung 
nicht starker zusammenpressen lassen als bis zu einem Gehalt an 
Protein von 1%, kann bei Annahme dieser Netzstruktur nicht  be- 
fremdend sein®; unerklarlich ware diese Tatsache, wenn wirklich nur 
77 mu dicke, entleerte Membransicke vorliegen wirden. 

In einer aus Fadenmicellen aufgebauten Gallerte kénnen nach Ein- 
witkung von koagulierenden Mitteln ebenso wie in Lésungen 
bevorzugt mikroskopisch sichtbare fadige Gebilde an Stelle von beliebig 


geformten Koagula entstehen, wie sie in Erythrocyten sehr oft von 


Histologen beschrieben worden sind’. Die zahlreichen Widerspriiche, 
die sich bei der Zusammenstellung der Literatur fiber den Bau des 
roten Blutkérperchens ergeben, erweisen sich als scheinbare, sobald man 
die Alternative ,,Bailonstruktur’’ oder ,,Schwammstruktur® verlaBbt. 


' M.H.Fischer, Kolloidchemie der Wasserbindung I, 8. 337 (1927); eine 
Membran wird von ihm bekanntlich strikte abgelehnt. — * W. Seifriz u. a., 
Americ. natural. 63, 410, 1929; Protoplasma 1, 345, 1926. Die elastischen 
Kigenschaften von Zellen u.a. auch der Erythrozyten lassen diesen Autor 
die Existenz von langlichen Einzelteilchen im Protoplasma vermuten. Es 
wire von Interesse, festzustellen, ob die von ihm mit dem Mikromanipulator 
gereckten Blutkérperchen Doppelbrechung zeigen! 3 O. Ndgeli, Blut- 
krankheiten und Blutdiagnostik, 4. Aufl. (1923), S. 91-—92 (Trypanosomen). 

4 4. Gough, Biochem. J. 18, 202, 1924 (Hamoglobinkristalle, Zellkerne). 

5 TA. Bernard, Arch. roum. Path. exp. 5, 389, 1932. 8 F’. Hauro- 
witz u. J. Sladek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 271, 1928. 70. Ndageli, 
Blutkrankheiten und Blutdiagnostik, 4. Aufl. (1923), S. 92. 
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Diese Streitfrage kann durch die Analyse der Feinstruktur des Erythro- 
cyten gegenstandslos werden, da offensichtlich eine Schwammstruktur 
mit Membran vorliegen kann. Es bedarf keiner besonderen Betonung, 
dal} eine grobe Zahl von Erscheinungen (Hamolyse, Permeabilitaét usw.) 
mit diesem Beitrag zur Strukturaufklarung, der einen Teil des Verhaltens 
des roten Blutkérperchens bei mechanischer Beanspruchung verstandlich 
machen soll, nicht gedeutet wird. 

Selbstverstandlich bleibt es auch vorderhand unklar, wie die Ziige 
der Fadenmicellen im Innern und in der Hiille des Erythrocyten an- 
geordnet sind, so da die bikonkave Form bevorzugt entsteht bzw. 
aufrechterhalten wird. 


VI. Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode beschrieben, mit der es gelingt, das Stroma- 
eiweiB der roten Blutkérperchen (vom Kalb) vom Hamoglobin derart 
abzutrennen, dab es bei annahernd neutraler Reaktion (py 6,5 bis 7,1) 
in einer geeigneten Konzentration eines Neutralsalzes in Lésung gebracht 
werden kann. Die Fehlerquellen der bisher vorliegenden Darstellungs- 
methoden, die nur zu einem denaturierten, lediglich in starkem Alkali 
léslichen Produkt fiithiten, werden klargestellt. 

2. Die erhaltenen Lésungen des Stromaproteins sind — stark 
strémungsdoppelbrechend. Da der Winkel der Doppelbrechung zum 
Strémungsgefaille 90° betragt, sind die Micellen des Stromaeiweibes 
sehr lange Fadenmicellen mit einem Breiten- zu Langenverhaltnis wie 
Kins zu mehreren Tausend. 

3. Da die Raumbeanspruchung derartiger Fadenmicellen eine im 
Vergleich zu Kugelmicellen auBerordentlich groBe ist, ist es unméglich, 
Lésungen aus solehen mit einem Gehalt iiber 3 bis 4° herzustellen. Es 
bilden sich in solehen Konzentrationen nur Gallerten, die wie ein 
, Reisigbiindel strukturiert sind. 

4. Die 4°, ,,Stromaprotein®* im Erythrocyten kénnen also nicht nur 
in der Membran konzentriert sein, sondern sie werden im Blutkérperchen 
dazu noch ein ,,raumliches Fachwerk* bilden. An der Existenz eines 
,,Stromas‘‘ neben einer Membran ist demnach nicht zu zweifeln. Die 
elastische Formhaltung des Erythrocyten kann mit den elastischen 
Eigenschaften eines Gallertkliimpehens zu einem erheblichen Teil 
erklart werden. 

Es ist mir ein dringendes Bediirfnis, Herrn Prof. Dr. F. Verzdr fiir 
die liebenswiirdige Uberlassung eines Arbeitsplatzes in seinem Institut 
und fiir das lebhafte Interesse, das er der Durchfiihrung dieser Unter- 


suchung entgegengebracht hat, meinen verbindlichsten Dank aus- 


zusprechen. 
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Uber die Carotinoide von Rana esculenta. 
Von 
Otto Brunner und Rosa Stein. 
(Aus dem I. Chemischen Universitatslaboratorium in Wien.) 


(Eingegangen am 2. September 1935.) 


Die Erforschung der tierischen Carotinoide hat seit den grund- 
legenden Untersuchungen namhafter Forscher wie R. Kuhn, P. Karrer, 
L. Zechmeister u. a., die uns in den letzten Jahren auch den Einblick in die 
Konstitution dieser Verbindungen brachten, einen machtigen <Auf- 
schwung durchgemacht, der nicht zuletzt durch die Erkenntnis der 
Provitamin-Natur der Carotine eine starke Férderung erhalten hatte. 
Wahrend aber vor allem die Carotinoide der Warmbliiter das Ziel mannig- 
facher Untersuchungen bildeten, sind die Lipochrome der Kaltbliter 
noch verhaltnismabig wenig untersucht. 

So liegen itiber die Lipochrome des Frosches unseres Wissens bisher nur 
zwei Ver6éffentlichungen vor. Lénnberg! fand in der Haut einiger Batrachier 
einen gelben Farbstoff, den er als carotinartige Substanz, wie sie auch in 
ihnlicher Zusammensetzung bei den Fischen vorkommt, ansprach?. Detel® 
untersuchte Haut, Leber und Ovar von Rana temporaria und R. esculenta 
und konnte auf Grund der Verteilung des Farbstoffs zwischen Benzin und 
90° igem Methanol sowie mit Hilfe der spektroskopischen Befunde das 
Vorhandensein von Carotin nachweisen. 

Im AnschluB an derzeit im Gange befindliche Arbeiten haben wir 
uns ebenfalls mit der Untersuchung der Carotinoide des Frosches ein- 
gehender befaBt und uns vor allem die Frage nach der Einheitlichkeit 
dieser Pigmente sowie nach ihrer quantitativen Verteilung vorgelegt. 
Zur Untersuchung gelangten Leber, Haut, Fettkérper und Ovarien des 
Wasserfrosches (Rana esculenta). Die Trennung der einzelnen Farbstoff- 
fraktionen fiihrten wir einerseits mittels der Methode der Verteilung 
zwischen Benzin und 90°,igem Methanol durch, die wir sowohl vor als 
auch nach der Verseifung anwandten, andererseits aber auch mit Hilte der 
auf dem Gebiete der Carotinoide so bewahrten chromatographischen 
Adsorptionsmethode. Die Identifizierung der einzelnen Farbstoffe 


erfolgte auf spektroskopischem Wege durch Bestimmung der optischen 
Schwerpunkte. 

Die Isolierung der Farbstoffraktionen wurde in der Weise durch- 
gefiihrt, daB die frisch herauspraparierten gewogenen Organe zuniichst mit 


! EB. Lénnberg, Ark. Zool. 21, 2B, Nr. 3, 1—4, 19380. * Referiert nach 
Zoolog. Bericht 25, 231, 1930/31; die Originalarbeit war uns leider nicht 
zuganglich. 3 FG. Dietel, Klin. Wochenschr. 12, 601, 1933. 
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reinem Quarzsand fein zerrieben (Leber, Fettkérper, Ovarien) oder mehrmals 
wurden (Haut) und sodann 
Lésungsmittels und haufigem Umschiitteln 
bei Zimmertemperatur mit absolutem Methanol in einzelnen Fallen auch 
Aceton Hierbei wie auch bei 
allen spaiteren Operationen wurde besonders darauf geachtet, daB zwecks 
Vermeidung von Oxydation die Kolben stets bis zum Rand _gefiillt 
moglichst luftfrei verschlossen wurden. 
Losungen wurden mit dem gleichen Volumen Benzin (60 bis 70°) versetzt 
und durch allméihliche Zugabe von 10°, Wasser (auf das Methanol bezogen) 
vorsichtig entmischt. Bei den aus Leber, Fettkérper und Haut erhaltenen 
Léosungen ging hierbei der gesamte Farbstoff in die Oberschicht (Carotin und 
Xanthophyllester), wahrend bei den Ovarfraktionen ein Teil auch in der 
Unterschicht (freies Xanthophyll) blieb. Die Trennung von Carotin und 
Xanthophyllester erfolgte durch Verseifen der im Kohlensiurevakuum ein- 
geengten mit 10° iger absolutalkoholischer 
Zimmertemperatur und anschlieBende Entmischung und Verteilung zwischen 
Benzin und 90°,igem Methanol. 


durch die Fleischmaschine getrieben unte1 


mehrmaliger Erneuerung des 


mit erschépfend ausgezogen wurden. 


und 
Die so erhaltenen gelb gefirbten 


Benzinlésungen Lauge bei 


Die so erhaltenen Carotinfraktionen erwiesen sich in allen unter- 
suchten Fallen einheitlich und konnten auch auf chromatographischem 
Wege nicht weiter zerlegt werden; der Farbstotf konnte auf Grund der 
unten angefiihrten Absorptionsmaxima als f-Carotin identifiziert werden. 

Auch bei den Xanthophyllfraktionen aus Leber, Haut und Fett- 
kérper fiihrte die chromatographische Adsorptionsanalyse ebensowenig 
zu einer weiteren Aufteilung: die Fraktionen enthielten einzig und allein 
nur verestertes Lattein. 

Die aus Ovarien erhaltenen Farbstofflésungen gaben hingegen 
sowohl vor als auch nach der Verseifung Xanthophyll an 90 °,iges 
Methanol ab; der Farbstoff erwies sich in beiden Fallen als Lutein, 
welches in den Ovarien also im Gegensatz zu den anderen Organen 
sowohl frei als auch verestert vorliegt. In Ubereinstimmung mit diesem 
Befund stand auch die Tatsache, daB die Ovarien erhaltenen 
Lésungen vor der Verseifung bei der Adsorption an Calciumcarbonat 
zwet scharfe Zonen gaben, welche beide die gleichen Absorptionsmaxima 
besaBen. Nach der Verseifung hingegen konnte nur mehr eine einheitliche 


aus 


Zone erhalten werden. 
Die nachstehende Tabelle I gibt die Resultate der spektroskopischen 
Bestimmungen wieder. 


Tabelle I. 


Absorptionsmaxima der Farbstoffraktionen. 








er Fettkérper Leber Haut Ovarien 
8-Carotin . Benzin 484, 452 483, 451 488,452 485,452, 425 
CS, 520, 483, 452 520, 483, 451 520, 483 520, 483 
Lutein Benzin 477, 448 477, 447 478, 447 478, 448 
CS, 510, 476, 446 


510,477,446 510,476, 446 | 510, 477, 446 
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Zur Ermittlung der quantitativen Verteilung der beiden Farbstoffe 
in den einzelnen Organen wurde der Farbstoffgehalt an sechs einzelnen 
Fréschen ermittelt. Die Bestimmungen wurden nach der von R. Kuhn 
und H. Brockmann! angegebenen Methode mittels kolorimetrischen 
Vergleichs gegen eine Lésung von Azobenzol durchgefiihrt. Die Er- 
gebnisse dieser Untersuchungen sie wurden in den Monaten Januar 
und Februar durchgefiihrt, wobei die Tiere im Hungerzustande waren 
sind in der nachstehenden Tabelle Il wiedergegeben. 


Tabelle II. Farbstoffgehalt der Organe von Rana esculenta. 





5 II. I. BY. ¥. VI. 


Fettkorper: 
Gewicht ing .... 0,157 0,042 | 0,019 0,084 0,023 0,027 
Carotin in mg. . .. 0,043 0,009 0,017 0,042 0,014 0,025 
Lutein in mg...) 0,001 0,001 0,001 0,001 — 0,001 
—— in mg-"lo a g a 12 - 59 ns 
utein in mg-°/). . 6 F 5 — 
Lutein: Carotin . . 1:43 1:8 1:18 1:30 ~- 1:18 
Leber: 
Gewicht ing ... 1,75 2,30 1,95 2,16 2,08 1,53 
Carotin in mg. . .| 0,047 0,029 0,047 0,083 0,063 0,019 
Lutein in mg ... | 0,007 0,001 0,010 0,018 0,021 0,013 
Carotin in mg-°/y. . 3 1 2 4 3 1 
Lutein in mg-%,. . | 0,4 0,4 5 8 10 8) 
Lutein: Carotin . . 1:7 1:21 1:5 1:5 1:3 1:2 
Haut : ‘ 
Gewicht ing ...)| 1,9 1,8 2,0 1,6 1 RY 1,6 
Carotin in mg...) 0,018 0,019 0,022 0,017 0,016 0,004 
Lutein in mg ...| 0,004 0,001 0,011 0,004 0,005 0,013 
Carotin in mg-%/) . . 1 1 1 1 1 3 
Lutein in mg-%. . || 0,2 0,05 0,6 0,3 0,3 0,8 
Lutein: Carotin . .| 1:48 1: 2: 1:2 1:4 1:3 1:0,3 
Ovarien: 
Gewicht ing ...| 93 10,9 9,3 8,6 7,4 ‘ta 
Carotin in mg. . .| 0,153 0,069 0,089 0,117 0,086 0,086 
Lutein verestert . . || 0,008 0,006 0,023 0,041 0,012 0,034 
Lutein frei. . . .|| 0,007 0,008 0,090 0,015 0,041 0,064 
Gesamtlutein ...)| 0,015 0,014 0,023 0,056 0,053 0,098 
Carotin in mg-°/y. . 2 0,6 1 2 1 1 
Lutein in mg-9/). . | 0,2 0,1 0,2 0,7 0,7 1,3 


Lutein: Carotin .. 1: 10 1:5 1:4 1:3 1:2 1:1 


Man ersieht, daB sowohl der Pigmentgehalt der einzelnen Organe 
wie auch das Verhaltnis Lutein : Carotin ganz erheblichen Schwankungen 
unterworfen ist. 

Die prozentuelle Verteilung des in jedem Tier enthaltenen Gesamt- 
carotins und Gesamtluteins auf die einzelnen Organe geht aus der 


Tabelle III hervor. 


1 R. Kuhn u. H. Brockmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 206, 41, 1932. 
Biochemische Zeitschrift Band 282. 4 
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Tabelle III. Prozentuelle Verteilung des Gesamtecarotins und 
Gesamtluteins auf die einzelnen Organe. i 





Auferste Werte Mittelwert AuBerste Werte Mittelwert 


Carotin Lutein ||Carotin, Lutein Carotin) Lutein | Carotin | Lutein 


Fettkorper 7-18 1-6 13 3 {Haut . .)| 3-15) 5-25 9 11 
Leber . .| 14—32) 8—26/ 25 19 JOvarien. 45-6451—81 54 68 


Es entfallt rund die Halfte des Gesamtcarotins und Gesamtluteins 
auf die Ovarien, rund ein Viertel auf die Leber. Wahrend aber in Leber, 
Haut und Ovarien die prozentuellen Werte an Carotin und Lutein von “ 
annahernd gleicher GréBe sind, steht der Luteingehalt des Fettkérpers 4 
dem Carotingehalt gegeniiber weit zuriick. 


s¢ 

Zusammenfassung. 

el 

Es werden Leber, Haut, Fettkérper und Ovarien von Rana escu- A 

lenta auf ihren Carotinoidgehalt untersucht und folgendes festgestellt : k 

1. Leber, Haut und Fettkérper enthalten neben Carotin, welches B 

als $-Carotin identifiziert wurde, auch noch Lutein; letzteres liegt in W 

diesen Organen ausschlieBlich nur in Form von Estern vor. W 

2. Im Gegensatz hierzu ist in den Ovarien neben /-Carotin Lutein al 

sowohl in veresterter als auch in freier Form vorhanden. B 
3. Der Farbstoffgehalt der einzelnen Organe wird an sechs einzelnen 

Fréschen bestimmt und in einer Tabelle wiedergegeben. 
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Uber den Einflu6B des Vitamin € auf die Hefegirung und Milch- 
siurebildung in Bac. aerogenes-Kulturen und Muskelbrei. 
Von 
K. Zipf und M. Thurau. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Kénigsberg, PreuBen.) 


(Eingegangen am 3. September 1935.) 
gegan t 


Durch die Arbeiten von Szent-Gydrgyi und anderen! wurde klar- 
gestellt, daB die erstmalig von Szenl-Gyédrgyi aus der Nebenniere, aus 
Apfelsaft und Kohl isolierte 1-Ascorbinsaure mit dem Vitamin C identisch 
ist. Die besondere biologische Bedeutung des Vitamin C beruht auf 
seinen oxydo-reduktiven Eigenschaften. Die Ascorbinsdure kann kérper- 
eigene und kérperfremde Substanzen reduzieren oder vor oxydativem 
Abbau schiitzen (Adrenalin?). Die Oxydationsstufe des Vitamin C 
kann durch die Zellen wieder regeneriert werden. Eine Reihe von 
Beobachtungen iiber die Beeinflussung fermentativer Vorgange**® 
weisen darauf hin, dafs die Ascorbinséure vor allem als Katalysator 
wirkt. Davon ausgehend wurde deshalb die Wirkung des Vitamin C 
auf die Hefegarung und die Milehsaurebildung von milchsaurebildenden 
Bakterien und Muskelbrei untersucht. 


I. Wirkung des Vitamin € auf die Hefegirung. 
1, Methodik, 

Als Hefepraparat wurde frische Bickerhefe verwendet. Der Garverlauf 
wurde nach der Methode von Willstdtter und Steibelt® bestimmt. Der Gar- 
ansatz war folgender: 5 cem einer frisch bereiteten 20° igen Dextroselésung 
wurden mit einer bestimmten Menge frischer Hefe, die 0,2 g¢ trockener Hefe 
entsprach, versetzt. Dazu kamen 10 ccm einer ,,Salznaéihrlésung**, welche 
25g KH,PO,, 25g Pepton, 2,5 g MgSO,.7H,O und 1g CaSO,. 2 H,O 
in einem Liter enthielt. Dureh Zusatz von Aqua dest. oder neutralisierter 
Ascorbinsaurelésung wurde der Ansatz auf ein Volumen von 25 cem gebracht. 
Die GargefaBe wurden in einem Wasserthermostaten bei 30°C gelinde ge- 
schiittelt. Die im Garverlauf gebildete Kohlenséure wurde in einem mit 
Wasser gefiillten Glaszylinder aufgefangen. Die verdringte Wassermenge 
gab die Menge der gebildeten CO, an. 

Die Garwirkung wurde ausgedriickt durch die sogenannte Halbgarzeit, 
d.h. durch die Zeit, welche zur Entbindung von 50°, der theoretischen 
(O,-Menge unter den gewihlten Bedingungen erforderlich ist. 


1 4A.v. Szen-Gyorgyi, Verh. d. Dtsch. Ges. f. innere Med. 1934, S. 426; 
daselbst weitere Literatur. * H. Kreitmair, Arch. f. exper. Path. 176, 326, 
1934. 3 H.v. Euler, Naturw. 21 (1933). 4 P. Karrer u. F.. Zehender, 
Helv. chim. Acta 16, 701, 1933. 5 §. Edlbacher u. Fr. Leuthardt, Klin. 
Wochenschr. Nr. 47, 1933. — ® R. Willstdtter u. W. Steibelt, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 115, 219, 1921. 

4* 
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Als Ascorbinséiurepriparat wurde das von der Chemischen Fabri 
E. Merck hergestellte ,,;Cebion‘* in Ampullen und ,,Redoxon‘: in Substan 
der Firma Hoffmann-La-Roche verwendet. 


2. Versuche. 

In einem Vorversuch wurde mit der gleichen Menge ,,Salzlésung’ 
Hefe, Zucker und Wasser, ohne Ascorbinséurezusatz Halbgarzeit und 
Halbgirmenge bestimmt. Die Halbgarzeit betrug 65 Minuten, die Halb 
garmenge 96 ccm. 

In den Hauptversuchen wurde Ascorbinsaure in den Verdiinnungen 
1 : 1000000 bis 1 : 125 zugesetzt. Ein Kolben ohne Ascorbinsaurezusatyz 
wurde als Kontrolle gewahlt. Fiir die Konzentrationen 1: 10000 bis 
1: 1000000 betrug die Halbgarzeit 65 Minuten, die Halbgirmenge 
89cem. Bei einem Vitamin-C-Gehalt von 1: 600 bis 1: 2000 wurden 
67 Minuten als Halbgirzeit und 90 ccm als Halbgirmenge gefunden 
Auch bei Zusatz von Ascorbinséure in der Konzentration 1: 125 bis 
1: 500 blieben Halbgarzeit (65 Minuten) und Halbgirmenge (90 bis 
93 cem) unverandert. 

In den Konzentrationen 1: 1000000 bis 1: 125 hatte demnach dic 
Ascorbinsiure tiberhaupt keinen EinfluB8 auf den Garungsverlauf. 


Il. Wirkung von Vitamin € auf die Milchsiurebildung von Bacillus 
aerogenes- Kulturen. 


1. Methodik. 


Die Herstellung der Kulturen geschah in folgender Weise: In einen mit 
500 cem Traubenzuckerbouillon gefiillten ELrlenmeyer-Kolben wurden un 
gefihr sechs Platinésen des Bacillus aerogenes geimpft und die Bouillon 
24 Stunden bei 37° bebriitet. Diese Stammkultur wurde gut umgeschiittelt 
und 20cem der Fliissigkeit in acht verschiedene Hrlenmeyer-K6lbchen 
gefiillt. In den Erlenmeyer-Kolben Nr. 0 wurde sofort durch Zusatz von 
20 cem 3 °%iger Sublimatlésung und 15 cem 4,4 %iger Salzsiure das Eiweis 
gefallt und damit die Bakterientatigkeit aufgehoben. Die Hrlenmeyer- 
Kélbchen I bis VII wurden mit folgenden Zusaétzen beschickt: 


Nr. I: ohne Ascorbinséurezusatz als Kontrollversuch. 
Nr. II: Zusatz von Ascorbinséure bis zur Endkonzentration m/25. 
Nr. Ill: Zusatz von Ascorbinséure bis zur Endkonzentration m/50. 
Nr. IV: m/100. 
Meo OV: m/250. 
Nr. VI: m/500. 
Nr. VII: m/1000 
Samtliche Kélbchen Nr. I bis VII wurden 12 Stunden im Brutschrank 
bebriitet und anschlieBend ebenfalls durch Fallung mit Sublimatl6sung und 


Salzsdure enteiweiBt. Nach etwa 12stiindigem Stehen im Eisschrank wurde 
abfiltriert und das Filtrat mit etwa 0,3 °,iger Sublimatlosung nachgewaschen. 
Das Filtrat wurde dann im 200-cem-MeBkolben mit 30°,iger Natronlauge 


gegen Phenolphthalein neutralisiert, wobei HgO ausfiel. Durch Zusatz von 
20 ecem Kalkmilch (50 g reinstes CaO in 200 cem H,O) und 10 cem 10 °oiger 
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Kupfersulfatl6sung wurden die Kohlenhydrate entfernt und das Ganze auf 
200 cem aufgefiillt. Nach einer halben Stunde wurde filtriert und in einem 
aliquoten Teil des Filtrats der Milchsaiuregehalt bestimmt. 

Die Milchséiure wurde bestimmt nach dem Verfahren von Friedemann, 
Cotonio und Shajfer'. 


2. Versuchse rgé bnisse. 


Die in zwei Versuchsreihen gewonnenen Milchsaurewerte, welche 


Durchschnittszahlen aus vier Einzelbestimmungen darstellen, zeigen 
eine gleichsinnige Beeinflussung der Milchsaéurebildung. 


Tabelle I. 





Stamm- Hauptversuch (12 Stunden bebriitet) 
a 

24 Stunden ohne 
bebriitet | Vitamin C 


Ver- 
suchs- 


reihe m/25 m/50 m/100) m/250  m/500 | m/1000 


Milchsaure in 
100 cem Kultur | 
mg 493 1009 500 486 633) 905) 999 1007 
Milchsaure-{ mg +516 4 — 7 +140) + 412 +506 +514 
zunahme | °/, - +100 + + 27/+ 80'+ 98 +100 


Milchsaure in 
100 cem Kultur 
mg 600 361 351 415) 526 612 628 
Milchsaure-{ mg +271 +32 +22)+ 86/+ 197\ + 283 + 294 
zunahme \ 9, + 100 |+12)+ 8+ 382)+ 73/+ 104) +109 
Im einzelnen wurde in den beiden verwendeten Stammkulturen ein 
verschieden hoher Anfangswert gefunden. In Versuchsreihe I enthielt 
die Stammkultur 490 mg-°, Milchséure, wihrend in der Versuchsreihe I 
dieser Wert nur 329 mg-° betrug. In beiden Versuchsreihen wirkte 
Vitamin C in m/250 oder stairkerer Konzentration hemmend auf die 
Milchséurebildung. m/500 und m/1000 Lésungen bewirkten in der 
Versuchsreihe I keine Hemmung mehr, in Versuchsreihe IT eine leichte 
Steigerung der Milchséurebildung. Am starksten war die Vitamin C- 
Wirkung bei m/50 Lésungen. In Versuchsreihe I kam es sogar zu einem 
geringen Milchsiureschwund, der vielleicht auf eine oxydative Zer- 
stérung zuriickzufiihren ist. 
Il. Wirkung von Vitamin € auf die Milchsiurebildung von Muskelbrei. 
Die Wirkung des VitaminC auf die Milchséurebildung des Kaninchen- 
muskels wurde am Muskelbrei untersucht. 


1. Methodik. 


Die Versuchsanordnung lehnte sich an die Untersuchungen Haar- 
manns*? an. Die Muskulatur des durch Nackenschlag und Entbluten ge- 


1 Th. E. Friedemann, M.Coronio u. Ph. Shaffer, J.of biol. Chem. 73, 
335, 359, 1927. - 2 W. Haarmann, diese Zeitschr. 255, 103, 1932. 
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téteten Kaninchens wurde méglichst rasch von Fett- und Bindegeweb 
befreit und in der Fleischmaschine zu Muskelbrei verarbeitet. Je 2,5, 
Muskelbrei wurden mit 12,5 cem_ ,,Phosphatlésung** und mit 10 ce 
Aqua dest. oder neutralisierter Ascorbinséurelésung versetzt. Und zwa 
wurde im Kontrollversuch nur Aqua dest. verwendet, wahrend in de: 
Zusatzversuchen das Wasser durch frisch bereitete neutrale Ascorbinsaure 
losung ersetzt wurde. Die ,,Phosphatlésung** wurde hergestellt durch Aut 
lésen von 7,2 g KH,PO, und 14,4 g Na, HPO, .2H,O zu 1000 cem Aqua 
dest. Der py-Wert der Phosphatlésung betrug 7,0; ihr Zusatz diente de: 
Konstanthaltung der Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Ve 
suchsdauer. Samtliche Versuche wurden in weithalsigen Flaschchen vor 
etwa 60 ccm Inhalt angesetzt und zur Ausschaltung der Sauerstoffwirkung 
mit einer Olpumpe evakuiert. Im einzelnen enthielten die Ansaitze neben 
je 2,5g Muskelbrei und 12,5 g ,,Phosphatlésung* bei: 


Nr. 0: 10cem Aqua dest. 

Nr. I: 10cem Aqua dest. 

Nr. Il: m/10  Ascorbinsiure -+- Aqua dest. zu 10 cem, 
Nr. III: m/25 10 , 
Nr. IV: m/50 } J, 1D: ~<: 
Nr: ¥V: m/i100 ; 10:55 
Nr. VI: m/250 { i 
Nr. VIL: m/500 10 


Der Ansatz Nr. 0 diente zur Bestimmung des Milchséuregehalts des 
Muskelbreies vor dem Versuch. Die Milchséiurebildung wurde deshalb sofort 
durch Sublimatsalzsaurefallung unterbrochen. Der Ansatz Nr. I war Kon- 
trollversuch ohne Ascorbinséurezusatz, wahrend die Ansatze Nr. II bis VII 
als Zusatzversuche liefen und m/10, m/25, m/50, m/100, m/250 und m/500 
Ascorbinsaéure enthielten. Mit Ausnahme des Ansatzes Nr. 0 wurden alle 
iibrigen Ansatze (Nr. I bis VII) 2 bis 3 Stunden in einem Wasserbad von 
38°C gehalten. Nach Ablauf dieser Zeit wurde ebenfalls mit Sublimat 
salzsiure enteiweiBt. Nach mindestens einstiindigem Stehen wurde durch 
Zusatz von Natronlauge das iiberschiissige Quecksilber ausgefallt. An 
schlieBend wurden die Kohlenhydrate durch Kupfer-Kalkfallung entfernt 
und der Milchséiuregehalt nach der Methode von Friedemann, Cotonio und 
Shaffer bestimmt. 

In einer zweiten Ver- 
suchsreihe wurde den An- 
satzen zur Verstarkung 
der Milchsaurebildung 

0 ; = 10 Glykogen zugesetzt. Das 
I 5 — 5 Glykogen wurde zu 1°, 
II m/10 ; in Aqua dest. gelést. Die 
III ; m 25 ‘ Zusammensetzung det 
IV m,90 Ansaétze war  folgende: 
\ o m/100 Neben je 2,5g Muskel- 

VI m/250 c ae ‘Tr wee 
VII : m/500 rel unt 4,0 Zz 1ospnat 
lésung enthielt (s. Tab.). 





Glykogenlésung a sesiitiadiaan Aq. dest. 
Ascorbinsiure 


Nr. 
ecm ecm 


Die weitere Behandlung und Bearbeitung geschah in der oben an- 
gegebenen Weise. 
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EinfluB des Vitamin C auf die Hefegérung. 


2. Versuchse rge bnisse. 
Die Ergebnisse beider Versuchsreihen sind in der Tabelle II auf- 


gefiihrt. 
Tabelle II. 





‘risch ent- Mit Vitamin C 
Frisch en Ohne 
nommener » 


Muskel vor Vita-_ t “ , 
, min ¢ ml0 m25 m50 m/100 m/250 m 500 
dem Versuch 


Ver- 
suchs- 
reihe 


Milchsaure in 
109 g Muskel 
mg 654 75: 778 770 781 
Milchsaure-{ mg - : 32 + 98 +124 +116 +127 
zunahme |°/5 +100 94 +102 


Milehsaure in 
100 g Muskel 
mg 1436 1418 1404 1426 1432 1436 1432 


Milchsaure-{ mg +913 +895 +881 +903 +909 +913) +909 
zunahme |°/o +100 + 98 + 96+ 99 +100 +100 +100 


In den Versuchen ohne Glykogenzusatz zeigte Vitamin C in m/50 
und starkeren Konzentrationen Hemmung der Miichsaéurebildung. 
Sie betrug bei m/50 Ascorbinséurezusatz etwa 21°, bei m/25 schon 


50% und bei m/10 Lésung etwa 79 °,. Im Gegensatz hierzu wurde in 
den Glykogenversuchen die Milchsaurebildung nicht verandert. 


Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 
1. Vitamin C hat keinen EinfluB auf die alkoholische Hefegarung. 
2. Vitamin C wirkt in m/250 oder starkeren Konzentrationen 
hemmend auf die Milchséurebildung von Bacillus aerogenes. 
3. Vitamin C hemmt in m/50 oder starkeren Konzentrationen die 
Milchséurebildung von Muskelbrei; bei Zusatz von Glykogen tritt bei 
denselben Konzentrationen keine Hemmung auf. 
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Studien iiber den Eiweibstoffwechsel 
und die Oxydationsprozesse beim experimentellen Skorbut. 
II. Mitteilung: 


Der Einflu8 von Ferrum hydrogenio reductum auf die Stickstoffbilanz und 
den Oxydationskoeffizienten. 


Von 
L. D. Kasehevnik, 8S. A. Eidmann und J. B. Friedland. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie des Staatlichen 
Medizinischen Instituts in Archangelsk.) 


(Eingegangen am 2. September 1935.) 


In unseren ersten Mitteilung! haben wir eine UnregelmaBigkeit im 
EiweiBumsatz und in dem Verhaltnis O:N des Harns beim experimen- 
tellen Skorbut festgestellt. 

In der vorliegenden Arbeit soll der EinfluB einer Zufuhr von Eisen 
(Ferrum hydrogenio reductum) auf die Stickstoffbilanz und den 
Oxydationskoeffizienten (O:N) untersucht werden. Kaschevnik und 
Eidmann? hatten schon nachgewiesen, daB bei erwachsenen weiBen 
Ratten die Einfiihrung von Eisen per os den EiweiBumsatz erhéht und 
auch einen niedrigeren Oxydationskoeffizienten hervorruft. Wahrend de1 
Zeit vom November 1934 bis zum Marz 1935 haben wir Versuche an vier 
Meerschweinchen durchgefiihrt. 

In den Versuchen an den Meerschweinchen Nr. 6 und 10 (Tabelle | 
und II) wurde der Einflu8 von Fer. hydrog. reduct. auf die Stickstoffbilanz 
und den O:N des Harns nur in der Kontrollperiode (positive Kontrolle), 
in den Versuchen an den Meerschweinchen Nr. 14 und 15 (Tabelle IIT und IV) 
dagegen im Verlauf der Skorbuterkrankung studiert. 

Alle Meerschweinchen erhielten wihrend der Kontrollperiode (positive 
Kontrolle) 30 g Heu, 10g Hafer, 10 g Mohrriiben, 10 g Beeten und Wasse1 
ad libit. Im Autoklaven erhitztes Heu 30 g, Mohrriiben 5,0 g¢ und 10 ¢ 
Hafer, auch Wasser ad _ libit. diente als Grundration (Skorbutogene 
Ration). Die Tabellen zeigen die von uns ermittelten Durchschnittswerte?. 

Bei den Meerschweinchen Nr. 6 und 10 zerfiel die ganze Kontroll 
periode in zwei Teile. Die ,,erste Kontrolle** dauerte vom 13. November 1934 
bis zum 10. Januar 1935. Wahrend dieser Periode erhielten die Meer- 
schweinchen die vorher erwaihnte Ration (positive Kontrolle) ohne Eisen. 
Wahrend der zweiten Kontrollperiode erhielten sie auBer dieser Ration 
noch 10 mg Ferrum hydrogenio reductum taglich. Harn und Kot wurden 
nach der in unserem Laboratorium tiblichen Weise gesammelt. In einen 
Auffangzylinder fiir Harn wurden einige ccm 5°,ige H,SO, gegeben. Der 
Harn wurde gegen Lackmus neutralisiert, filtriert und das klare Filtrat 
analysiert. 


! Diese Zeitschr. 277, 401, 1935. — ? L. D. Kaschewnik u. S.A. Eid 
mann, Abhandl. d. Staatl. Med. Inst. in Archangelsk 1, 119, 1935. — * Alle 
Tabellen werden hier gekiirzt angefiihrt. 
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Tabelle I. 
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Meerschweinchen Nr. 6. 





yesamt-N 





( 
Nahrungs-N (Harn und Harn-N 
Gewicht durch- Kot) durch- durch 
: am Ende schnittlich cepnittlich Schnittlich 
Periode des in 24Std. jn o4Std. im 24Std. O:N 
Versuchs des des ; des 
Versuchs Versuchs Versuchs 
4 mg mg mg 
Erste Kontrollperiode (ohne 
Ferrum), yom 38. bis10.1.1935 442.8 659 426 141 4.6 
a) Zweite Kontrollperiode 
(+ Ferrum), vom 10.I. bis | 
8.11. 1935. . pee 455.7 671 246 68 3,3 
b) Vom 3. bis 13. II. 1935 . 446 709 451 219 | 
Anfangsperiode der Skorbut- 
entwicklung, 
vom 13. bis 17. II. 1935 . 484.6 520 406 148 — 
Periode der vollkommenen 
Skorbutentwicklung, yom 
17. bis 27. IT. 1935 421.6 488 416 174 
Gemischte Periode der Skorbut- 
entwicklung und partiellen 
Hungerns, vom 27. IL. bis 
4. ILI. 1935 ale 344 83 350 85 —_— 
Tabelle II. Meerschweinchen Nr. 10. 
1eSé -N ‘ 
Nahrungs-N psc Harn-N 
Gewicht durch- Kot) durch- durch- 
am Ende schnittlich gehnittlich Schnittlich 
Periode des in 24 Std. in 24 Std. in 24 Std. O:N 
Versuchs des des des 
Versuchs Versuchs Versuchs 
g mg mg mg 
Erste Kontrollperiode (ohne 
Ferrum), vom 3.bis 10. 1.1935 425 692 455 103 48 
a) Zweite Kontrollperiode | 
(+ Ferrum), vom 10.1. bis 
3. 11.1935 . ae 466.7 753 387 39 | 44 
b) Vom 9. bis 13. II. 1935 . 456.8 697 471 268 
Anfangsperiode der Skorbut- 
entwicklung, 
vom 13. bis 19. II. 1935. 487,3 646 501 210 _ 
Periode der vyollkommenen 
Skorbutentwicklung, vom ; 
19. If. bis 2. IIT. 1935 393 520 416 156 - 
Gemischte Periode der Skor- 
butentwicklung und _par- 
tiellen Hungerns, vom 2. 
bis 12. ITT. 1935 308.7 37 











L. D. Kaschevnik, 8. A. Eidmann u. J. B. Friedland: 


Meerschweinchen Nr. 6 (s. Tabelle I). Zu Beginn der ersten Kontroll 
periode wog das Versuchstier 430g, am Ende 443 g, so daB es im Laufe 
dieser Periode 13g zugenommen hatte. Wahrend der zweiten Kontrol 
periode war das Gewicht praktisch unverdndert. Der Nahrungsstickstoft 
betrug waéhrend der Kontrollperiode in 24 Stunden 659 mg und der aus 
geschiedene Stickstoff 426mg, der umgesetzte Stickstoff (der gesamte 
Harnstickstoff) demnach 141 mg. Wahrend der zweiten Kontrollperiode, 
d. h. nach Einfitthrung von Ferrum hydrogenio reductum, war eine Unregel 
maibigkeit in der Ausscheidung des Stickstoffs zu bemerken. So wurde 
vom 10. Januar bis zum 3. Februar eine bedeutende Retention des Stick 
stoffs beobachtet. Wahrend 24 Stunden des Versuchs wurden 671 mg auf 
genommen und 246 mg mit Harn und Kot ausgeschieden. Der tatsachlich 
umgesetzte Stickstoff betrug pro 24 Stunden des Versuchs 68 mg. Vom 
3. bis zum 13. Februar wurde durch das Einfiihren von Ferrum hydrogenio 
reductum eine vergr6Berte Ausscheidung von Stickstoff hervorgerufen. 
So wurden mit der Nahrung 709 mg verabreicht und mit Harn und Kot 
471 mg ausgeschieden. Der tatsachlich umgesetzte ‘Stickstoff betrug im 
Laufe von 24 Stunden des Versuchs 219 mg. 


Durchschnittlich war der Wert des Oxydationskoeffizienten (O:N) 
wahrend der ersten Kontrollperiode 4,6, d. h. héher als der Mittelwert des 
O:N der zweiten Kontrollperiode, der 3,9 betrigt. 

Diese Verminderung des Oxydationskoeffizienten, welche nach 
Kinfiihrung von Eisen (bei einer erhéhten Ausscheidung von Produkten 
des N-Stoffwechsels stattfindet, kann wohl dadurch erklart werden, 
da der Organismus die EiweiBstoffe dann besser verbrennen kann, 


wenn er im Verhaltnis zum umgesetzten Stickstoff eine geringere Quan- 
titat von unvollstindig oxydierten Stoffwechselprodukten ausscheidet. 

Tabelle I und II zeigen, daB wahrend der Anfangsperiode der 
Skorbutentwicklung eine Abnahme in der Stickstoffausscheidung des 
Harns (bzw. eine Retention der EiweiBabbauprodukte im Organismus) 
beobachtet werden kann. Wahrend der Periode der vollkommenen 
Skorbutentwicklung bemerkt man ein gewisses Zunehmen des gesamten 
Harnstickstoffs (174mg in 24 Stunden). Wahrend der gemischten 
Periode der Skorbutentwicklung und des partiellen Hungerns endlich, 
nimmt die Ausscheidung des Stickstoffs im Harn um 8,5 mg_ per 
24 Stunden ab. 

Bei der Sektion der Meerschweinchen Nr. 6 und 10, die am 20. Tage 
der Skorbuterkrankung getétet wurden, konnten sehr starke Blutungen 
in der Gegend des Kniegelenks und auch ein reichlicher Blutergu8 im 
Unterhautzellgewebe festgestellt werden. Die Zahne und die Knochen des 
Skeletts boten auch das Bild eines streng ausgesprochenen Skorbuts. 
Dieser Sektionsbefund unterscheidet sich von den vorhergehenden! durch 
eine auBerordentliche Ablagerung von Fettmassen im Unterhautfettzeil- 
gewebe und auch durch eine reichliche Fettablagerung in den inneren 
Organen (am Herz, an den Nieren, Nebennieren, Omentum). 


' Diese Zeitschr. 277, 401, 1935. 
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Tabelle III. 


Meerschweinchen Nr. 14 (Antfangsgewicht 401 g.) 





Gesamt-N 

(Harn und Harn-N 

Kot) dureh- _ dureh- 

schnittlich Schnittlich 

in 24Std. | in 24 Std. 
des des 

Versuchs | Versuchs 


Nahrungs-N 
Gewicht durch- 
am Ende | schnittlich 
des in 24 Std. 
Versuchs des 
Versuchs 


Periode 


mg mg mg 


Kontrollperiode vom 18. II. 

bis &. IIT. 1935 670 303 
Anfangsperiode der Skorbut- 

entwicklung, vom 8. 


15. III. 1985 . 


Periode der vollkommenen 
Skorbutentwicklung, 
15. bis 22. III. 1935 


bis 


396 
vom 
368,8 
Gemischte Periode der Skorbut- 
entwicklung und partiellen 
Hungerns, vom 22. 


26. III. 1935 . 


bis 
: 302.3 125 


Tabelle IV. Meerschweinchen Nr. 15. 





Ges: -N 
Nahrungs-N Fema Harn-N 
Gewicht durch- (Kot) durch- ‘dureh- 
am Ende schnittlich  cepnittlich S¢hnittlich 
des in 24Std. | jn v4 Sta, im 24 Std. 
Versuchs des des des 
Versuchs Versuchs Versuchs 


Periode 


mg mg mg 


Kontrollperiode vom 18. II. 
bis 8. III. 1935 wea 485.6 


Anfangsperiode der Skorbut- 
entwicklung, vom 8. bis 


oa | A Ls ea 492.7 


Periode der vollkommenen 
Skorbutentwicklung, vom 
15. bis 20. IIT. 1935 


191 


Gemischte Periode der Skorbut- 
entwicklung und partiellen 
Hungerns, vom 20. bis 
Oe We 3080 3-6 ese 312,0 


91 2.3 

Das Meerschweinchen Nr. 14 hatte am Ende der Periode der voll- 
kommenen Skorbutentwicklung eine spontane Fruchtabtreibung! einer 
ungefahr vierw6échentlichen Frucht. Beim Meerschweinchen Nr. 15 fand 
auch ein spontaner Abortus einer von Haaren bedeckten und ungefahr 


1 Meerschweinchen Nr. 6 und 10 waren nicht trachtig. 
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acht- bis neunw6échentlichen Frucht am Ende der Periode der vollkommenen 
Skorbutentwicklung statt. 

Wahrend der gemischten Periode der Skorbutentwicklung und des 
partiellen Hungerns beobachtet man ein Abnehmen in der N-Aus- 
scheidung im Harn und ein Sinken des Oxydationskoeffizienten. 

Bei der Sektion der Meerschweinchen Nr. 14 und 15 erwies sich eine schartf 
ausgesprochene Skorbuterkrankung mit reichlichen und tiefen Blutungen 
in den Unterhautfettzellgeweben der Muskeln der vorderen und hinteren 
GliedmaBen. Sehr starke Blutungen waren im Kniegelenk. Zweifellose 
Kennzeichen des Skorbuts konnte man auch im Knochensystem ent- 
decken. Sehr bedeutend waren die Fettablagerungen in den Unterhautzell- 
geweben, dem Herzen und den inneren Organen, den Nebennieren und Nieren. 

Ein groBes biologisches Interesse bietet die Tatsache, daB bei dem 
Meerschweinchen Nr. 14 der Eiweibstoffwechsel dieselbe Richtung 
annahm, die auch fiir die Skorbutentwicklung festgestellt worden war!. 
Das Einfithren von Ferrum hydrogenio reductum hatte also keinen 
EinfluB auf die allgemeine Richtung des EiweiBstoffwechsels. Die 
Xetention der Produkte des N-Stoffwechsels beim Meerschweinchen 
Nr. 14 wahrend der Anfangsperiode der Skorbutentwicklung, die 
erhéhte Ausscheidung der Produkte des N-Stoffwechsels in der 
Periode der vollkommenen Skorbutentwicklung und endlich die negative 
Stickstoffbilanz wahrend der gemischten Periode der Skorbutentwicklung 
(und des partiellen Hungerns) findet man unverandert wieder (siehe 
Tabelle ITT und IV). 

Der Oxydationskoeffizient sinkt beim Meerschweinchen Nr. 14 
und 15 wahrend der zweiten und dritten Periode der Skorbutentwicklung 
(siehe Tabelle III und IV). Den Grund dazu mu8 man wohl darin suchen, 
daB im Organismus des Versuchstieres (Meerschweinchen) eine intensive 
Retention der Fettstoffe (oder ein Umbau anderer bioorganischer Stoffe 
zu Fett) stattfindet. Infolge dieser Fettablagerung im Organismus 
kénnen die unvollstandig oxydierten Stoffwechselprodukte nicht in den 
Harn gelangen. Eine Fettbestimmung ergab, daB die dem Skorbut 
erlegenen trachtigen Meerschweinchen bis zu 20° Fett aufwiesen 
(auf rohes Gewicht). 

Zusammenfassung. 

1. Die tagliche Einfiihrung von 10 mg Ferrum hydrogenio reductum 
per os in den Organismus der Meerschweinchen wahrend der dem Skorbut 
vorhergehenden Periode ruft bei gesunden Kontrollmeerschweinchen ein 
Steigen im Stickstoffumsatz hervor (siehe Tabelle I und IJ). 

2. Zufuhr von Eisen in der dem Skorbut vorhergehenden Periode, 
wirkt stimulierend auf die Ausscheidung des Harnstickstoffs in der 
Skorbutperiode (siehe Tabelle I und I). 


! Diese Zeitschr. 277, 401, 1935. 
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3. Bei einer taglichen Verabreichung von 10 mg Ferrum reductum 
zeigt der Oxydationskoeffizient O:N eine Tendenz zum Sinken (siehe 
Tabelle I und II). 

4. Das mit der skorbutogenen Ration eingefiihrte Eisen hat keinen 
EinfluB auf die Ausscheidung von EiweiBabbauprodukten, weder bei den 
trachtigen, noch bei den nicht trachtigen Meerschweinchen. In der 
Anfangsperiode der Skorbutentwicklung kann man eine bedeutende 
Retention der EiweiBabbauprodukte beobachten. In der Periode der 
vollkommenen Skorbutentwicklung findet eine erhéhte Ausscheidung 
von EiweiBabbauprodukten statt (siehe Tabelle I, II, HI, IV). 

Eine negative Stickstoffbilanz ist nur wahrend der gemischten 
Periode der Skorbutentwicklung und des partiellen Hungerns zu_be- 
merken. 


5. Die von uns entdeckte Erscheinung einer reichlichen Fett- 
ablagerung an den Skorbutmeerschweinchen beim Einfiihren von 
Eisen muB noch weiter untersucht werden. 











Uber das Verhalten der Phosphorfraktionen im Blutplasma 
sarkomkranker Hiihner. 
Von 
F. Pentimalli und G. Schmidt. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Kgl. Universitat Florenz.) 


(Eingegangen am 3, September 1935.) 


In Untersuchungen, die kurz auf der IV. Tagung der Leuwenhoek- 
Vereinigung (5. bis 7. Juni 1935) mitgeteilt worden sind, hat der eine von 
uns (F. Pentimalli) nachgewiesen, daB bei Durchstrémung iiberlebender 
Rous-Sarkome mit physiologischen Salzlésungen organische Phosphor- 
verbindungen in die Perfusionsfliissigkeit tibergehen. Die Frage liegt 
nahe, ob der Tumor auch im Organismus derartige Substanzen aus Blut 
abgibt und ob die Infektiositat des Blutes an diese Substanzen ge- 
bunden ist. 

In unserer Absicht, diese Frage zu untersuchen, wurden wir be- 
starkt durch die Befunde von Haam und Stéhr!, welche zeigten, dab 
der Gesamtphosphorgehalt im Blute im Frihstadium der Sarkom- 
entwicklung erhéht ist. Die Autoren untersuchten jedoch Plasma und 
Blutk6érperchen nicht getrennt und lassen auBerdem die Frage otfen, 
welche der verschiedenen Phosphortraktionen im Blute von Sarkom- 
hiihnern vermehrt ist. 

Dab gewisse Phosphatfraktionen gerade mit Wachstumsvorgangen 
im Zusammenhang stehen, zeigt die gewaltige Steigerung des Phosphatid- 
spiegels und das Auftreten von Phosphorproteinen im Blutplasma der 
Legehenne nach Untersuchungen von Laskowski? und neuerdings von 
RR. Répke und J. 8S. Hughes®. 

Im folgenden beschreiben wir die Ergebnisse, die wir beim Vergleich 
der Phosphorfraktionen im Blutplasma gesunder und tumorkranker 
Hiihner sowie beim Vergleich von Arterien-, Muskelvenen- und Tumor- 
venenplasma sarkomkranker Hiihner erhielten. 


Methodik. 


Das Blut wurde den freigelegten Fliigelvenen bzw. der Carotis mittels 
paraffinierten Kaniilen entnommen und in eisgekiihlte, paraffinierte Zentri- 
fugenglischen einflieBen gelassen. Nach 4 bis 6 Minuten langem Zentri- 
fugieren wurde das Plasma abpipettiert und auf die vorbereiteten, ver- 
schiedene Extraktionsmittel enthaltenden Erlenmeyer-Kolben verteilt. Bei 
der Untersuchung von Tumorvenenblut handelte es sich stets um Tumoren, 


! Diese Zeitschr. 220, 339, 1930. 2 Ebenda 275, 293, 1935. 3 J. of 
biol. Chem. 108, 79, 1935. 
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lie in einen Fliigel eingeimpft waren. Bei groBen Tumoren war also die 
Sicherheit gegeben, da8 zum mindesten ein erheblicher Teil des ent- 
sprechenden Fliigelvenenblutes den Tumor passiert haben muBte, und daB 
dureh den Tumor bedingte Veranderungen der Blutzusammensetzung sich 
im Fliigelvenenblut bemerkbar machen mu®Bten. Wir verwandten stets 
das Roussche Hiihnersarkom I als Tumorstamm. Die Bestimmung der 
Phosphorfraktionen als Gesamt-, siureléslicher und Lipoidphosphor geschah 
in der iiblichen Weise nach Whitehorn. Zur Lipoidphosphorbestimmung 
wurden 5cem Plasma in 75 cem einer Alkoholathermischung (drei Volum- 
teile Alkohol auf ein Volumteil Ather) einpipettiert, nach Aufkochen auf 
100 cem aufgefiillt und ein Viertel des Filtrats verascht und zur Phosphor- 
bestimmung verwandt. Zur Bestimmung des séureléslichen Phosphors und 
des Reststickstoffs wurden 2 cem Plasma in 10 ecem 4°,iger Trichloressig- 
siiure abgemessen und nach Auffiillen auf 50 cem aliquote Teile des Filtrats 
zur Phosphor- und Stickstoffbestimmung benutzt. 

Die Summe von séureléslichem und Lipoidphosphor iibersteigt stets 
den Gesamtphosphorgehalt des Plasmas, was wohl daher riihrt, da von 
dem Alkoholathergemisch nicht nur Lipoide, sondern auch ein Teil des 
siureléslichen Phosphors extrahiert werden. Die gleiche Erfahrung hat 
bei der Fraktionierung der Phosphate im Hiihnerplasma unlaingst Las- 
kowski* gemacht. 

In einigen Plasmen wurde auch der Proteinphosphor bestimmt. Zu 
diesem Zweck wurde der bei der Alkoholitherextraktion zur Lipoidphosphor- 
bestimmung erhaltene Niederschlag auf dem Filter zweimal mit der Alkohol- 
Athermischung ausgewaschen, dann das Filter durchgestochen und der 
Niederschlag mit 4° ,iger Trichloressigsiiure quantitativ in einen Erlenme yer- 
Kolben von 150 cem gespiilt. Nach 30 Minuten langem Stehen wurde 
zentrifugiert und der Niederschlag auf der Zentrifuge zur v6lligen Ent- 
fernung des saéureléslichen Phosphors noch dreimal mit 4° ,iger Trichlor- 
essigsaure auf der Zentrifuge gewaschen. Der Riickstand wurde verascht und 
die gesamte Asche nach dem Auflésen zu kolorimetrischer P-Bestimmung 
verwendet. 

Auswertung der Ergebnisse. 

Wie sich im Verlauf unserer Untersuchung zeigte, haben schon 
kleine Blutentnahmen sofort eintretende regulative Verdiinnung des 
Blutes zur Folge, in dem Sinne, daB das Blutvolumen durch Einstrémen 
kolloidfreier Gewebsfliissigkeit konstant gehalten wird. Schon bei der 
bloBen Betrachtung  verschiedener, hintereinander entnommener 
Plasmaproben fallt auf, daB der Gehalt an gelbem Farbstoff (Lipochrom) 
tortschreitend abnimmt. Noch deutlicher wird das Phanomen, wenn man 
die Plasmaprobe mit vergleichbaren Mengen Alkohol-Athermischung 
(75: 25, auf 5 cem Plasma 95 cem der Mischung) heiB extrahiert und die 
Farben der Extrakte vergleicht. Dai es sich tatsichlich um eine ein- 
fache Verdiinnung des Plasmas handelt, geht daraus hervor, dal} der 


relative Lipochromgehalt im Plasma der untersuchten BlutgefaBe nur von 
der Reihenfolge der Entnahme abhangt; ordnet man die Plasmaproben 
nach ihrem Farbstoffgehalt zu einer Skala an, so andern sich die Plaitze 


1 Diese Zeitschr. 275, 293, 1935. 
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fur die Plasmen aus bestimmten GefaBen jeweils entsprechend der 
Reihenfolge der Blutentnahme. Die Annahme einer Plasmaverdiinnung 
mit kolloidfreier Gewebsfliissigkeit wird bewiesen durch das Verhalten 
des Gesamtstickstoffs und der Chloride (Tabelle I und II). Besonders 


Tabelle I. 





Tumortier- Normaltier- 


é eri 
Arterie vene vene 


14. II. 1935 | Gesamt-N in mg-%. . . 437 490 635 
NaCl * ae 900 900 890 


Tabelle II. 





Arterie Tumortier- Normaltier-| Arterie 
zu Beginn vene vene am Ende 


15. II. 1935 | Gesamt-N in mg-% 876 770 656 600 

Cl s = 880 880 880 850 
instruktiv sind die in Tabelle II wiedergegebenen Resultate. Hier 
wurden hintereinander aus der Carotis, der Tumorvene, der Vene des 
gesunden Fliigels und zuletzt nochmals aus der Carotis je 10 bis 20 ccm 
Blut entnommen. Der Gesamtstickstoff im Arterienblut hat schon 
zwischen den beiden ersten Blutentnahmen von 876 auf 770 mg-%, also 
um 12,1°% abgenommen, und ist im Verlauf des ganzen Versuchs im 
Arterienblut von 876 auf 600 mg-%, also um 31,6°% gesunken. Ganz 
anders verhalten sich die Chloride. Wahrend der ersten drei Blut- 
entnahmen bleibt der Chloridgehalt ganz konstant, erst zwischen der 
vorletzten und letzten Entnahme bemerkt man eine unbedeutende Ab- 
nahme von 880 auf 850 mg-%, also um 4,4°%. Bei der Genauigkeit des 
van Slyke-Verfahrens fallt diese Abnahme keineswegs in die Fehler- 
grenzen, sondern ist als Anzeichen fiir eine beginnende Erschépfung der 
Chlorreserven des Organismus zu betrachten. 

Fir die Methodik der vergleichenden Untersuchungen des Plasmas 
aus verschiedenen GefaiBen ergibt sich aus den geschilderten Beob- 
achtungen, daB die Analysenwerte stets auf Proteinstickstoffgehalt, nicht 
auf das Blut- oder Plasmavolumen bezogen werden sollten. Insbesondere 
gilt dies fiir die hochmolekularen Blutbestandteile wie Proteine und 
Lipoide. Aber auch die Werte fiir kristalloide Substanzen, soweit sie 
etwa spezielle Produkte des untersuchten GefaBgebiets sind, wird man 
auf Proteinstickstoff beziehen miissen, um Fehler durch eine Verdiinnung 
des Blutes mit unspezifischer Gewebsfliissigkeit zu vermeiden. 

Ergebnisse. 

In Tabelle III sind die Ergebnisse von 9 Versuchen an normalen 
Tieren und 22 Versuchen mit Rous-Sarkom dargestellt. Die Anordnung 
der Tabelle ist ohne weiteres verstandlich. 
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In Spalte 2 bis 6 sind die Werte des Gesamt- und Reststick- 
stoffs, ferner des gesamten, des séureléslichen und des Lipoidphosphors 
n mg-% wiedergegeben. Die in diesen Kolonnen enthaltenen, auf 
die Volumeinheit des Plasmas bezogenen Phosphorwerte kénnen nach 
den vorangegangenen Bemerkungen biologisch erst gedeutet werden, 
wenn man die im Verlauf fast jeden Versuchs eintretende regulative 
Plasmaverdiinnung beriicksichtigt. Daher sind in den Spalten 7 bis 
10 die Quotienten aus den Werten fiir die Phosphorfraktionen und den 
entsprechenden Gesamtstickstoffwerten angegeben. (In denjenigen 
Versuchen, in denen auch der Reststickstoff bestimmt wurde, haben wir 
zur Berechnung der Quotienten den Proteinstickstoff = Gesamt-N 
+ Rest-N herangezogen.) 

In den Kolonnen 11 bis 12 sind die Gesamt- bzw. Proteinstickstoff- 
werte des Tumor- und Normalvenenplasmas sowie die verschiedenen 
Phosphor-N- Quotienten, bezogen auf die entsprechenden Werte des 
zugehérigen Arterienplasmas, dargestellt. Fiir den Stickstoff- und 
Lipoidphosphor werden diese relativen Werte durch das Verhaltnis 
°”,N Vene fee Lipoid-P- Quotient Vene 
oN Arterie a" Lipoid-P- Quotient Arterie 
dureh das Verhaltnis ti sasenee saan 
P- Quotient Vene 
ethaltenen Zahlen die relativen Stickstoff- bzw. Phosphor-N- Quotienten. 
Vergleicht man die jeweiligen Phosphor-N-Quotienten mit den zu- 
gehérigen N- Quotienten, so erkennt man, inwieweit die quantitativen 
Veranderungen der Phosphorfraktionen mit der Blutverdtinnung gieich- 
laufen und inwieweit sie daher als Folge der Blutverdiinnung zu _ be- 
trachten sind. 


, fiir den saureléslichen P 


erhalten. Wir nennen die so 


Es sei ausdriicklich bemerkt, daB die geschilderte Berechnungs- 
methode nur unter der Voraussetzung gilt, da& wahrend des Versuchs 
eiweiBfrete Gewebsfliissigkeit einstrémt, eine Voraussetzung, die sehr 
wahrscheinlich ist und durch die Beobachtung gestiitzt wird, daB die 
unter Zugrundelegung des Proteinstickstoffgehalts berechnete Blut- 
verdiinnung gewohnlich den durch die Entnahme verursachten Volum- 
verlust des kreisenden Blutes quantitativ kompensiert. Zur Deutung 
der Versuchsergebnisse gehen wir von dem einfachsten Fall aus und 
fragen, wie die relativen Quotienten ausfallen miBten, wenn das Blut 
durch phosphatidfreie Gewebsfliissigkeit von gleichem Kristalloid- 
gehalt wie Plasma verdiinnt wiirde. In diesem Falle miBte der relative 
Quotient des séureléslichen Phosphors (als Reziprokes im Vergleich zum 
relativen Stickstoffquotienten ausgedriickt) den relativen Stickstoff- 
quotienten gleich sein, da der saurelésliche Phosphor sich bei Verdiinnung 
des Blutes mit Gewebsfliissigkeit nicht andert. Hingegen miBte der 
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relative Quotient des Lipoidphosphors in diesem einfachsten Falle stet 
100 °%, betragen, da ja die Phosphatide in gleichem MaBe verdiinnt werden 
wie das PlasmaeiweiB. 

Vergleicht man nun unter den eben dargelegten Gesichtspunkten im 
Normalvenenplasma die relativen Quotienten fiir siureléslichen Phos 
phor und Stickstoff, so sieht man, daB sie nur in der Minderzahl der Falk 
innerhalb von 10°, itbereinstimmen, namlich nur in 4 von insgesamt 
11 Versuchen (Versuch I1, 15, 20, 29). In den tibrigen sieben Experi 
menten sind die relativen Quotienten des séureléslichen Phosphors stets 
weit gréBer, niemals kleiner als die prozentische Blutverdiinnung., Ein 
anderes Verhalten zeigt das Plasma aus der Tumorvene ; hier stimmen die 
Quotienten des saéureléslichen Phosphors in 8 von 11 Versuchen (8, 16 
17, 22, 26, 28, 29, 30) innerhalb der Fehlergrenzen mit der Plasma 
verdiinnung iiberein. In einem Versuch (14) ist die Abweichung kaum 
auBerhalb der Fehlergrenzen gelegen; nur in 2 Versuchen sind di 
Phosphorquotienten wie bei der Normalvene weit héher als die Ver 
diinnungswerte. Das Verhalten des Plasmas aus der Vene des gesunden 
Fliigels 148t kaum eine andere Erklarung zu als die Annahme, daB der 
Muskel saureléslichen Phosphor aus dem Blute entnimmt: man kénnte 
zwar auBerdem an die Méglichkeit denken, daB die ins Blut, aus anderen 
Organen zur Kompensierung des Flissigkeitsverlustes durch die Blut- 
entnahme einstr6mende Gewebsfliissigkeit phosphorreicher sein kénnte 


als das Plasma, aber die Phosphatkonzentration der Gewebsfliissigkeit 


miubte fiir diese Erklarungsméglichkeit unwahrscheinlich hoch sein 
zudem zeigt der Versuch 31, daB der Gehalt des Arterienplasmas an 
siureléslichem Phosphor wahrend des ganzen Experiments konstant 
bleibt. 

Der Tumor entnimmt dem Plasma keine wesentlichen Phosphat- 
mengen: die Ergebnisse der beiden Versuche 9 und 10, in denen ein 
Phosphatentnahme stattgefunden hat, sind wohl so zu erklaren, dai 
erhebliche Mengen des Venenblutes auch den Muskel passiert haben, ein: 
Méglichkeit, die bei kleineren Tumoren ja ohne weiteres gegeben ist 


Was die relativen Lipoidphosphorquotienten betrifft, so stimmen 
im Normalvenenblut 6 von 14 Versuchen (Versuch 11, 12, 14, 20, 22, 28 
mit der Annahme iiberein, daB die Erhéhung der prozentischen Lipoid- 
phosphorwerte im Venenblut nur auf die Verdiinnung des Arterienblute- 
zuriickzufiihren sind. In diesen 6 Versuchen betragen namlich die Ab 
weichungen der Quotienten vom Werte 100°, nicht mehr als 10°, 
In allen anderen Versuchen liegen die Lipoidphosphorquotienten er 
heblich niedriger, niemals héher als 100°). 

Im Tumorvenenblut findet man in 4 von 13 Versuchen (Versuch 9 
16, 27, 28) den Lipoidphosphorquotient annahernd gleich 100°, in den 
iibrigen liegen die Werte gleichfalls stets wesentlich niedriger. 
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Der Lipoidphosphor zeigt also im Muskelvenen- und im Tumor- 
venenplasma das gleiche Verhalten in der Weise, daB die auf das Plasma- 
volumen bezogenen Werte relativ zum Arterienplasma wesentlich héher 
sind, daB jedoch diese Erhéhung im Venenblut mit der Verdiinnung des 
\rterienblutes 6fters nicht Schritt halt. Zur Deutung dieses Verhaltens 
ist zu bemerken, daB die Lipoidphosphorfraktion oft durch erhebliche 
Mengen anorganisches Phosphat verunreinigt ist. Diese Unvollkommen- 
heit der Methodik macht sich natiirlich um so mehr bemerkbar, je gréBer 
die Verdiinnung des Lipoidphosphors im Verhaltnis zum saureléslichen ist. 
Zum Beweis fiir die Richtigkeit dieser Erklarung muB das Verhalten des 


Gesamtphosphors herangezogen werden. Wie schon in dem methodi- 


schen Teil der Arbeit bemerkt wurde, ist wegen der Unvollkommenheit 
der Lipoid phosphoifraktionierung die Summe des séureléslichen und des 
Lipoidphosphors oft gréBer als der direkt bestimmte Gesamtphosphor- 
gehalt. Es laBt sich an Hand der prozentischen Werte der Tabelle leicht 
zeigen, daB diese Differenz zwischen dem direkt und dem als Summe der 
Einzelfraktionen bestimmten Ge amtphosphorwert in dem am meisten 
verdinnten Plasma eines Versuchs am gréBten ist. 

So betragt z. B. in Versuch 28: beim Arterienplasma, der Gesamt-P 
10,7 mg-°,, die Summe von sédureléslichem und Lipoid-P 15.3% — 
prozentische Differenz annihernd 50 % beim konzentrierten (s. 
Gesamt-N) Normalvenenplasma Gesamt-P 13,9 °., Summe der Fraktionen 

16,7°, minus prozentische Differenz nur 20%. 

Versuch 29: Gesamt-P im Arterienplasma 14,4 mg-°,: Summe der 
Fraktionen 17 mg-°,; Differenz 18°). Gesamt-P im Normalvenen- 
plasma 18,7 mg-°4; Summe der Fraktionen 19 mg-°,; Ditferenz 

1.6%... 

Versuch 30: Gesamt-P im Arterienplasma Smg-°,: Summe der 
Fraktionen 13,7 mg-°,; Differenz 42°... Gesamt-P im Normalvenen- 
plasma 18,39; Summe der Fraktionen 15,4°,; Difterenz 12%. 

Die Ergebnisse zeigen aufs deutlichste, daB der relativ niedrige 
Gehalt des Venenplasmas an Lipoidphosphor nicht etwa auf einer 
biologischen Entnahme durch Mu kel- oder Tumorgewebe  beruht, 
sondern wohl ausschlieBlich auf der Unvollkommenheit der Frak- 
tionierung nach Whitehorn, dessen Methodik wir angewandt haben. Der 
einzige Versuch, der sich beziiglich des Lipoidphosphors anders verhalt, 
ist Versuch 31. Hier ist in allen Plasmen der Gesamt-P héher als die 
Summe der Fraktionen. In diesem Experiment zeigen alle P-Werte eine 
so exzessive Héhe. wie sie von Laskowski! an Legehennen beobachtet 
wurde. Die Differenz zwischen Totalphosphor und der Summe aus 
siureléslichem und Lipoidphosphor kann nur auf die Gegenwart von 
Phosphorproteiden im Plasma zuriickzufiihren sein, deren Gegenwart 
unlangst im Legehennenplasma von Laskowski mit dieser Methodik 
nachgewiesen wurden. 


' Diese Zeitschr. 275, 293, 1935. 














F. Pentimalli u. G. Schmidt: 


Durchschnittswerte der Phosphorfraktionen im Plasma normaler 
und tumorkranker Hiihner. 


In Tabelle IV sind die Durchschnittswerte angegeben, die dis 
Phosphorwerte in dem Fliigelvenenplasma tumortreier Tiere bzw. im 
Venenplasma des tumorfreien Fliigels von Rous-Sarkomhiihnern er 
geben. Diese Werte sind streng vergleichbar, weil die Blutentnahme in 
den hier beriicksichtigten Versuchen stets zuerst aus der tumorfreien 
Fliigelvene erfolgte und sich also kein stérender Blutverlust geltend 
machen kann. Man sieht, dab bei tumorkranken Tieren alle Phosphor- 
fraktionen, besonders aber der Gesamtphosphor, bedeutend erhéht sind 
und zwar der Gesamtphosphor um 30 °%,, der séurelésliche um 18 %, und 
der Lipoidphosphor um 24 %,. Uber die Durchschnittswerte des Gesamt- 
stickstoffs verzichten wir einen Vergleich anzustellen, da wir zu wenig 
Stickstoffbestimmungen an tumorfreien Tieren angestellt haben. Da- 
gegen ist von besonderem Interesse der Vergleich zwischen der Differenz, 
die aus dem Gesamtphosphor und der Summe des saureléslichen und 
Lipoidphosphors entsteht. Wir haben schon erwahnt, daB diese Differenz 
éfters zufolge der unzureichenden Fraktionierung des Lipoidphosphors 
negativ wird. In der Tat ist der Durchschnitt von vier Differenzwerten 
normaler Versuchstiere (dreimal negativ, einmal positiv) = 0,7 mg-%,. 
Im Gegensatz dazu fallt die Differenz bei 19 Tumortieren zwélfmal 
positiv und siebenmal negativ aus. Sie betragt im Durchschnitt 
+ 1,0 mg-% (Tabelle V). Daraus ist zu schlieBen, daB im Blute tumor- 
kranker Hiihner Proteinphosphor auftritt, dieser Schlu8 ist um so mehr 
berechtigt, als ja die methodischen Bedingungen fiir das Zustandekommen 
einer negativen Differenz die gleichen sind wie bei gesunden Tieren. 
Von Laskowski ist das Auftreten von Proteinphosphor bei Legehennen 
beobachtet worden: die bei Tumortieren auftretenden Phosphormengen 
sind, nach Hinzuzahlung einer Korrektur in Hohe der negativen Durch- 
schnittsdifferenz bei Normaltieren, etwa fiinfmal geringer als bei der 
Legehenne. 

Tabelle IV. 





Saure- Per 
Gesamt-N Gesamt-P léslicher P Lipoid-P 


mg-/5 mg-°/o mg-9/¢ mg-9/o 


Normaltiere .. . 511 (2) 
Tumortiere .. . 633 


11,6 4.5 6,9 
15,2 5,5 8.6 


Tabelle V. 
Gesamt-P — (Lipoid-P 
+ séurelislicher P) 
mg-°/9 





Normaltiere ... — 0,7 
Tumortiere ... + 1,0 
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Zusammenfassung. 


1. Der gesamte, der Lipoid- und der séurelésliche Phosphor sind im 
Plasma sarkomkranker Hiihner im Vergleich zum gesunden Tier durch- 
schnittlich bedeutend erhéht, der Gesamtphosphor etwa um 30%). 


2. Im Blutplasma tumorkranker Hiihner tritt Proteinphosphor aut, 
wahrend im Plasma tumorfreier Hiihner kein Proteinphosphor nach- 
zuweisen ist. 

3. Uber den Ursprung der im Blute tumorkranker Tiere auf- 
tretenden phosphorylierten Proteine geben unsere Versuche keinen ein- 
deutigen AufschluB. Wenn eine direkte Abgabe dieser Proteine aus dem 
Tumor nicht nachgewiesen werden konnte, so kann das sehr woh) dadurch 
bedingt sein, daB eine solehe Abgabe langsam stattfindet, und wahrend 
der kurzen Zeit einer Blutentnahme nicht erfaBbar ist. 

4. Dagegen konnte gezeigt werden, daB dem Plasma vom Muskel 
sdureléslicher Phosphor entnommen wird, vom Tumorgewebe dagegen 
nicht. 

5. Als Nebenbefund stellte sich heraus, da schon nach kleinsten 
Blutentnahmen nach wenigen Minuten (etwa 15) das urspriingliche Blut- 
volumen durch Erganzung mit kolloidfreier Gewebsfliissigkeit wieder- 
hergestellt wird. 











a- und £-Amylase in reifenden Weizensamen. 
Von 
P. S. Ugriimow. 
(Aus dem Zentrallaboratorium fiir Garungsindustrie in Moskau.) 


(Einge qangen am dD. Ne pte mber 1935. ) 


Nachdem es Waldschmidt-Leitz, Purr und Reichel (1) gelungen war 


die Amylase des Malzes durch Adsorption an Tonerde in zwei Kompo- 


nenten z- und /-Amylase aufzuteilen, ist die Existenz von 
zwei Malzamylasen endgiiltig erwiesen. Ohlsson und Uddenberg (2) 
haben die Veranderung der Aktivitat von Diastase wahrend det 
Keimung von Roggen- und Hafersamen studiert und konnten in unge 
keimten Samen nur ein Enzym, ,,die Saccharogenamylase* ($-Amylase 
feststellen, wahrend das zweite Enzym, ,,die Dextrinogenamylase™ 
(x-Amylase) nach der Meinung dieser Forscher erst am Anfang de! 
zweiten Woche der Samenkeimung entsteht. 


Bis heute ist nicht entschieden, ob die bei der Keimung von Getreide- 
samen auftretende %-Amylase neu entsteht, oder ob dieses Enzym schon 
im ruhenden Samen in inaktivem Zustand vorhanden ist. Diese Frage 
kénnte durch Arbeiten mit reifenden Pflanzen aufgeklart werden. Doch 
wird in der Literatur in Untersuchungen tber die Enzyme von reifenden 
Samen die Frage nach den Komponenten der Amylase nicht beriihrt. 


Als der experimentelle Teil unserer Arbeit schon abgeschlossen war, 
erschien die Abhandlung von Purr (3); in dieser Arbeit wird festgestellt, 
daB schon im ersten Stadium der Samenreife (Gerste, Roggen, Hafer 
zwischen den Komponenten der Amylase dasselbe Verhiltnis besteht wie 
bei der Keimung. Die Aktivitat der beiden Komponenten von Amylase 
haingt nach Purr direkt vom Einflu8 der oxydierten und reduzierten Form 
der Ascorbinsaure ab. Bei der Samenreife geht das Vitamin C in die oxydierte 
Form iiber, die dann in dieser Form auf x-Amylase einen hemmenden 
EinfluB ausiibt, weshalb z-Amylase im reifen, ruhenden Samen nicht wirk 
sam Ist. 


Methodik. 


Unsere Untersuchung wurde mit Samen von gespelztem Winterweize! 
O2411 (Triticum vulgare var. Erythrospermum) aus dem Sowjetgut Nem 
tschinowka ausgefiihrt. Zu diesem Zwecke wurden jeden zweiten Tag um 
13 Uhr Ahren abgeschnitten, im Laboratorium mit einer Pinzette Samer 
herausprapariert und in eine groBe Uhrschale gelegt. Die Samen wurden 
im Thermostaten bei 40°C getrocknet. Das getrocknete Material wurde 
sodann durch ein Sieb von 0,5 mm zerrieben, im Verhaltnis 1: 5 mit Wasse: 
verdiinnt und wahrend 24 Stunden bei 0° extrahiert. Im Verlauf de: 
Extraktion wurde das Versuchsmaterial jede 8 Stunden 30 Minuten lang 
durchgeschiittelt. Der erhaltene Extraktbrei wurde mit einer Handpress« 


ausgepreBt, zentrifugiert und der klare Auszug im Verhaltnis 1:25 mit 
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Wasser verdinnt. Aufteilung der Amylase in ihre beiden Komponenten 
geschah nach der Methode von Nord und Ohlsson (4). Das Verzuckerungs- 
vermogen des Enzyms wird durch eine Erwarmung bei 70°C wahrend 
15 Minuten zerstért; das Dextrinierungsvermégen wird hingegen durch 
Anséiuern auf px 3,3 und kalte Behandlung des Auszuges erzielt. Das 
Verzuckerungs- und Dextrinierungsvermégen wurde in drei enzymhaltigen 
Praparaten bestimmt: in der anfanglichen Enzymlésung, in der Loésung 
von /}-Amylase und in der Lésung von z-Amylase. 

Zur Untersuchung der enzymatischen Wirkung unserer Praparate 
diente eine 2° ,ige Lésung von léslicher Starke. Die Bestimmung der 
Intensitat der Verzuckerung erfolgte in 25 cem der Starkelésung, zu denen 
10cem einer Phosphatpuffermischung (px 5,4) und 5cem einer ver- 
diinnten Enzymlésung gefiigt wurden. Das fiir die Untersuchung bereitete 
Gemisch wurde 30 Minuten in einen Thermostaten bei 38°C gestellt. Der 
Maltosegehalt wurde nach Wdllstdtter und Schudel bestimmt. 

Die Verzuckerung erfolgte praktisch nur bis zur Bildung von Maltose. 
Die Reaktion von Barford auf Glucose gibt ein negatives Resultat. Die 
Osazone lésen sich restlos in heiBem Wasser auf, was darauf hinweist, dali 
wir hier mit Derivaten von Maltose zu tun haben. Wir sehen folglich, 
daB im Einklang mit den Angaben von Wierzchowski (5) die Maltase nicht 
in Lésung tibergefiihrt wird. Das Dextrinierungsvermégen wurde nach 
Wohlgemuth bestimmt. Nach der Zufiigung vom Puffergemisch und von 
verschiedenen Mengen der Enzymlésung wurden die Reagensgliiser eben- 
falls fiir 30 Minuten in einen Thermostaten bei 38°C gestellt und dann 
in Sehnee abgekiihlt. Zur Bestimmung des Dextrinierungsvermoégens 
wurde in jedes Reagensglas ein Tropfen einer n/50 Jodlésung in Jod- 
kalium beigegeben. Die X-Werte beziehen sich auf den Ubergang von 
Rot nach farblos; die Y-Werte zeigen den Ubergang von der blauen zur vio- 
letten Farbreaktion an (Tabelle I1). 

Reijung der Samen. Die fiir die Analyse verwendeten Ahren wurden 
nach den Regeln der Mittelprobe genommen. Angaben tiber die Samen 


Tabelle I. Allgemeine Entwicklung des Weizensamens. 
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reifung sind in Tabelle | angefiihrt, aus der zu entnehmen ist, daB die Samen 
reifung gleichmaBig verlief. Die Erhéhung der Feuchtigkeit bis zu 22°, in 
der Samenprobe vom 17. August ist auf den an diesem Tage gefallenen 
starken Regen zuriickzufithren. Der Riickgang des Trockengewichts in 
der letzten Samenprobe ist damit zu erklaren, daB das Korn iiberreif wa 
und der Abtransport und Verbrauch der Endospermstoffe einsetzte. 


Versuchsergebnisse. 


In jeder Versuchsprobe wurde nach der oben angefiihrten Methodik 
die enzymatische Aktivitat bestimmt. Die Versuchsergebnisse sind in 
Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle Il. Veranderung des «- und /-Amylasegehalts wahrend 
der Reifung von Weizensamen. 





Anfingliche Enzym- Lisung Lisung Bereitung 
lésung von §-Amylase von «-Amylase von f-Amylase 


Datum - | Beigegeben 
Maltose X i Maltose’ Y ¥ Maltose| X Y n/10H Cl PH 
} ecm 


6. VIL, 57,6 |100;}1500 468 24 3880. 44 12,0 
8. VII.|| 57,6 | 48] 770) 46,6 880 4,4 12,0 
12. VII.|} 54,9 48! 770) 46,8 | 12 | 380 3.6 ) 48 12,0 
15. VII.|| 49,5 12 380) 40.5 0 190 0.9 é 24 9,0 
18. VII. 30,6 0 190 25.2 0 100 0 5,0 
21. VII. || 32,4 0 100 25,2 0 100 5,0 
24. VII.|| 37,8 0 100 32,4 0 | 100 0 
27. VIL|| 48,2 0 190. 36,9 0 100 0 
30. VII. 37,8 0; 190 32,4 0 100 0 
2. VIII. || 37,8 0 190. 31,5 0 100 0 
5. VIII. 36,9 0 190. 30,6 0 100 { 0 
8. VII. 41,4 0| 190} 34, 0 100 ) 0 
11. VIII. || 39,6 0 190) 32, 0 100 0 
14. VIII. 39,6 0 190 i 0 100 0 
17. VILL. || 48,2 0| 190} 37,8 0 100 ) 0 
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Tabelle Ill. Veranderung der x- und /-Amylase wahrend der 
Keimung. 





Zeit Anfangliche Enzymlisung p-Amylaselisung a-Amylaselisung 


in Tagen yajtose Xx Y Maltose Xx y Maltose Xx 
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43,2 0 190 36,0 0 199 
37,8 0 190 32.4 190 
45.0 12 190 39.6 ( 199 
52.2 24 442 46,8 190 
57.6 48 521 46,8 190 
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78.4 812 4500 55.6 770 
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z- und /i-Amylase in reifenden Weizensamen. 


Zum Vergleich von enzymatischen Prozessen in reifenden und 
keimenden Samen wurden nach derselben Methodik auch Proben von 
keimenden Weizensamen untersucht (Tabelle III). Diese Resultate 
entsprechen vollkommen den Befunden von 7’. Stenstam, G. Bjdrling und 
Ohlsson (6). 

Aus Tabelle I geht hervor, daB die enzymatische Aktivitat der 
anfanglichen Lésung bis zur Milchreife abnimmt. Gleichzeitig wird 
eine Abnahme der Aktivitaét von f-Amylase beobachtet. 

Zur Zeit der Embryobildung kann die «-Amylase deutlich fest- 
gestellt werden; diese Komponente verursacht hauptsachlich die Dex- 
trinierung von Starke. In einer am 6. Juli gnommenen Probe entspricht 
die Menge von «-Amylase ungefahr derjenigen, die am sechsten Tage der 
Samenkeimung festgestellt wird (Tabelle II]). In diesem Falle beob- 
achtet man einen der Keimung entgegengesetzten Vorgang. Wird bei der 
Keimung ein Anwachsen des Gehalts von «-Amylase beobachtet, so 
nimmt bei der Samenreife die Menge von «-Amylase in den Samen ab 
und verschwindet ganzlich zur Zeit der Milchreife. In einer Probe vom 
18. Juli kann g-Amylase nicht festgestellt werden, dieses Enzym ent- 
steht auch nicht wahrend des weiteren Verlaufs der Samenreifung. 

Die erhaltenen Resultate zeigen klar, daB ,,die Dextrinogen- 
amylase“ von Ohlsson nicht als ein bei der Samenkeimung primar ent- 
stehendes Enzym betrachtet werden kann: wir finden dieses Enzym 
vielmehr schon bei der Samenreifung und konnten auch nachweisen, dal 
die Aktivitat dieses Enzyms stufenweise abnimmt. Sehr charakteristisch 
ist, daB bei der Samenkeimung das Anwachsen der Dextrinogenamylase 
ebenso stufenweise erfolgt. 

In der letzten Kolonne (Tabelle Il) wird diejenige Menge von n 10 
HCl angegeben, welche zu 40 cem des anfanglichen enzymatischen Auszuges 
beigegeben werden muBte, um ein pH von ungefahr 3,3, bei dem die Dextri- 
nierungskomponente zerstért wird, zu erhalten. In allen Stadien der Samen- 
reife entsprach das py der anfanglichen Enzymlésung dem Zahlenwert 
6,1 bis 6,2. Um ein pu = 3,3 in den Samenausziigen der allerfriihesten 
Stadien der Samenreife zu erhalten, mute man zu diesen Ausziigen 
12ccm einer n/10 HCl-Lésung beigeben, wahrend zu Ausziigen in den 
spateren Stadien der Samenreife nur 4,0 bis 4,2 cem einer n/10 HCl-Lésung, 
d. h. dreimal weniger, zugefiigt werden muBte. Diese Tatsachen sprechen 
dafiir, daB die Samen in den friihen Reifestadien ein Puffersystem von 
groBer Kapazitat enthalten. 


Zusammenfassung. 


1. In friihen Stadien der Reifung von Weizensamen wurden zwei 
Komponenten des amylolytischen Komplexes gefunden. Eine Kompo- 
nente besitzt vorzugsweise eine verzuckernde Wirkung und ist als 


f-Amylase zu bezeichnen. Die zweite Komponente ruft eine schnelle 


Dextrinierung der Starke hervor und wird «Amylase genannt. 
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2. Im Stadium der Milchreife wird «-Amylase inaktiviert. Dies 
Komponente konnte weder wahrend der nachfolgenden Samenreifung 


noch im ruhenden Weizensamen festgestellt werden. 


Bei der Samenkeimung tritt «-Amylase von neuem auf, und zwar 
mit derselben GesetzmaBigkeit, mit welcher die Abnahme dieser Kompo 
nenten in den ersten Stadien der Weizensamenreifung erfolgte. 


Fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir die zahlreichen Ratschlag: 
wahrend der Ausfiihrung der Arbeit bin ich Prof. A. 7. Oparin zu gréBten 
Dank verpflichtet. Auch méchte ich an dieser Stelle Prof. A. R. Kies 
fiir das Interesse, das er fiir diese Arbeit zeigte, meinen aufrichtigen Dank 
aussprechen. 
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Hormonale Einfliisse auf den Alkoholumsatz. 
Von 
Erik M. P. Widmark. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut, Lund.) 
(Eingegangen am 11, September 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In friiheren Arbeiten habe ich darauf hingewiesen, das sowohl die 
Umsatzgeschwindigkeit des Alkohols (Faktor 8B = Konzentrationsabfall 
wahrend der postresorptiven Periode im Blute pro Zeiteinheit) als auch 
die Verteilung dieser Stoffe zwischen Blut und Gewebe (Faktor 7) beim 
Menschen so konstant sind, da} man diese Faktoren als konstitutionell 
bedingt betrachten kann. In einer groBen Anzahl von Versuchen an 
Hunden finde ich dagegen folgendes : wahrend Faktor r bei unverandertem 
Kérpergewicht von Tag zu Tag in verhaltnismaBig geringem Grade 
variiert, ist Faktor 6 an ein und demselben Versuchstier groBen Vari- 
ationen unterworfen'. Man hat also Ursache anzunehmen, dab die 
Verbrennungsgeschwindigkeit des Alkohols unter dem EinfluB gewisser 
Faktoren steht, die an Hunden leichter zu studieren und festzustellen 
sein dirften als an Menschen, bei denen diese Variationen weniger 
ausgesprochen sind. 

Wenn man sich also die Autgabe stellt, den auf die Verbrennungs- 
geschwindigkeit des Alkohols einwirkenden Faktoren nachzugehen, scheint 
der Hund wegen seiner Labilitat im Alkoholumsatz ein geeigneteres 
Versuchsobjekt zu sein als der Mensch. 

Erst kiirzlich habe ich zeigen kénnen?, daB man an Hunden durch 
Gaben von Dinitrophenol oder -kresol den Konzentrationsabfall des 


Athylalkohols im Blute (f) betrachtlich steigern kann, was wahrscheinlich 
zum grogben Teil auf eine angeregte Alkoholverbrennung zuriick- 
zufiihren ist. 


Die durch diese Mittel hervorgerufene Steigerung des Alkohol- 
umsatzes muB indessen als Resultat eines unphysiologischen Eingriffes 
betrachtet werden, und obwohl die experimentelle BeeinfluBbarkeit 
des Faktors f erwiesen wird, erklart der Versuch nicht, weshalb der 
Umsatz unter augenscheinlich physiologischen Verhaltnissen so variieren 
kann wie es am Hund zu beobachten ist. Selbstverstandlich kénnen die 
Ursachen zu diesen Variationen von mannigfaltiger Art, das Resultat 
aus mehreren zusammenwirkenden Faktoren sein. Es erscheint mir 
deshalb von Interesse, in einer Serie von Versuchen festzustellen, in- 
wieweit Hormongaben den Wert fiir / beeinflussen kénnen. 

In vorliegenden Versuchen ist die Wirkung von Pituitrin, Thyroxin, 
Adrenalin und Insulin gepriift worden. 


' Diese Zeitschr. 267, 128—134, 1933. — 2 Ebenda 276, 268, 1935. 
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Methodik. 


Die Versuche wurden im allgemeinen wie in? beschrieben ausgefiihrt 
Hunde erhielten mindestens 16 Stunden nach der letzten Mahlzeit ein: 
gewisse Alkoholquantitét per os mit Sonde. Nach 4 bis 5 Stunden wurde da 
zur Untersuchung kommende Hormon gegeben. Die Analysen auf Alkoho! 
gehalt sind mit der Mikromethode des Verf. ausgefiihrt worden. Der Wert 
fir / wurde teils fiir den Abschnitt der Alkoholkurve vor der Hormongal« 
berechnet, teils fiir den nachfolgenden Abschnitt. Bei Thyroxin und Insuli 
ist die Versuchsanordnung folgendermafen variiert worden. 


Thyroxin. 

1. Hund Beda 12,4 bis 13 kg, Versuch 181, 189 bis 192. 181: 27. Sep 
tember 1934 vor der Hormongabe § = 0,0029, nach 10 mg Thyroxin (Ho/ 
man la Roche) per os 0,0027, am 10. Oktober 1934 vor Hormongabe: 0,0024, 
nach 20 mg durch Injektion 90,0027, am 11. Oktober: 0,0028, am 12. Oktober 
0,0027. 

2. Hund Ada 6,9 bis 7,0 kg. Versuch 185 bis 187. 185: 2. Oktober 1934 
ohne Thyroxin 0,0054, 186 bis 187: 3. Oktober vor Gabe von getrocknete: 
Driisensubstanz entsprechend etwa 12 mg Thyroxin 0,0047, nachher 0,003.5, 
4. Oktober 00,0038. 

In diesen Versuchen kann keine Einwirkung von Thyroxin auf den 
Alkoholumsatz bemerkt werden; die /-Werte liegen innerhalb der 
Variationsgrenzen. Angesichts der langsamen und _protrahierenden 
Wirkung des Thyroxins auf den Grundumsatz wurden weiterhin folgende 
Versuchsserien waihrend langerer Zeit und mit wiederholten Thyroxin- 
gaben per o8 vorgenommen. 


3. Hund Bino. 24,6 bis 26,7 kg. 





\ Thyroxin oe Thyroxin 

ersuc . suc : 

sciaaieee Datum per os | : Datum per os 
Nr. mg Nr. mg 


168 ig Fey be . 0,0018 176 24. IX. — 0,0016 
170 13. IX. 0,0017 25. IX. 10 — 
14. IX. — 179 26. IX. —_ 0,0015 


i pan 0,0016 182 28. IX. — 0.0012 
18. IX. y ~- 183 — F 0,0016 
90. IX. . 0,0016 188 Be * 0,0016 
Sls ES - 193 -.@ 0,0020 





Auch in diesem Versuch mit einer wahrend 11 Tagen verabreichten 
Thyroxinmenge von 16 mg ist keine Verinderung des Wertes fiir / 
wahrzunehmen. 

Die verabfolgte Thyroxinmenge wird in folgender Versuchsserie 
weiterhin gesteigert: 

In dieser Versuchsserie war die gesamte verabfolgte Thyroxinmenge 
36 mg. Der Hund wog zu Beginn des Versuchs 25,2 kg, nach Abschlufs 
24.5 kg. Grundumsatzmessungen auszufiihren hatte ich keine Ge- 
legenheit. Ein Thyroxineffekt ist nicht festzustellen. 


' Diese Zeitschr. 267, 128—134, 1933. 
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4. Hund Eda. 26,3 bis 24,5 kg. 





Thyroxin Sasa’ Thyroxin 
Datum per os aii Datum per os 


Nr mg Nr. mg 


Versuch 


166 te EX 0,0018 173 PEs. -- 0.0019 

167 b Ex. 0,0020 

— 177 24. IX. 0.0018 

0.0025 25 ‘ 

- 180 : Y 0.0018 
0,0017 WIN. - 

184 ; : . 0.0018 

191 > 2 0.0019 





Pituitrin. 

Pituitrin durch subcutane Injektion. 

1. Versuch 218. Hund Beno, 24,6 kg. Nach Alkoholgabe 1,7 Einheiten 
Pituitrin. Vor Injektion (> = 0,0019, nachher 0,0021, 

2. Versuch 219. Hund Eda, 24,4 kg. Nach Alkoholgabe 1,7 Einheiten 
Pituitrin. Vor der Injektion / = 0,0020, nachher 0,0023. 

3. Versuch 220. Hund Beno, 24,7 kg. Nach Alkoholgabe Injektion 
von 3 Einheiten Pituitrin. Vor der Injektion / = 0,0020, nachher 0.0026. 

4. Versuch 221. Hund Eda, 24,8 kg. Nach Alkoholgabe Injektion von 
5 Einheiten Pituitrin. Vor der Injektion / = 0,0022, nachher 0,0023. 

5. Versuch 222. Das gleiche Resultat mit Hund Beno, 24.6 kg. /} vor 
der Injektion 0,0021, nachher 0,0024. 

6. Versuch 223. Hund Eda, 24,7 kg. Vor Injektion von 10 Einheiten 
Pituitrin / = 0,0023, nachher 0,0031. 

Pituitrin scheint also keine mit Sicherheit feststellbare Wirkung 
auf den Alkoholumsatz zu haben. Soilte eine solche vorliegen, so diirfte 
Pituitrin eine schwach steigernde Wirkung auf den Alkoholumsatz aus- 
iiben, da f in simtlichen sechs Versuchen vor der Injektion etwas tiefer 
liegt als nachher. 

Adrenalin. 


Das Hormon wurde in wiederholter Dosierung verabreicht. Folgende 


Versuche werden als Beispiel angefiihrt. 


Nr. 217, Hund Eda, 24,5 kg, erhielt 31,4 Alkohol sowie nach 292, 
320, 351, 380 und 411 Minuten 0,5 mg Adrenalin durch subcutane In- 
jektion. Blutzucker vor der Injektion 0,083, nachher 0,098 und 0,090. 
P vor der Injektion 0,0028, nachher 0,0030. 

Ahnliche Resultate ergaben Versuch 212 und 213 mit 0,2 mg Adrenalin 
in fiinf Injektionen. 

Reichlich Kohlenhydratzufuhr vor dem Versuch anderte das Resultat 
nicht, z. B.: 

Versuch 215, Hund Eda, 24,5 kg, erhielt am Tage vor dem Versuch 
100 g Rohrzucker, zu Beginn des Versuchs noch einmal 50 g Rohrzucker 
sowie 31,4 g Alkohol, nach 303 Minuten 0,4 mg Adrenalin subcutan, diese 
Menge wurde weiterhin viermal mit halbstiindigem Zwischenraum gegeben. 
Blutzucker vor den Injektionen 0,085, nachher 0,104, 0,099 und 0,106. 
>} vor den Injektionen 0,0031, nachher 0,0030. Ein ahnlicher Versuch an 
einem anderen Hund (Nr. 216) ergab das gleiche Resultat. 
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Auch mit Adrenalin konnte in diesen Versuchen keine Wirkung aut 
die Alkoholumsatzgeschwindigkeit konstatiert werden. 


Insulin, 

Bei Versuchen mit diesem Hormon schien anfangs eine gewiss 
UnregelmaBigkeit in der Wirkung vorzuliegen, da in gewissen Versuchen 
kein Effekt durch Insulin zu erzielen war, in anderen dagegen ein auber 
ordentlich markanter, der sich in starker Umsatzerhéhung des Alkohols 
auberte. 


Bei der Zusammenstellung der verschiedenen Versuche, die mit 
iibereinstimmenden Resultaten an vier Hunden ausgefiihrt wurden, 
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Abb. 1. 


erwies sich, daB die Insulinwirkung in eigentiimlicher Weise mit der 
Fahigkeit des Kérpers, Alkohol umzusetzen, im Zusammenhang steht. 
Ich habe eingangs hervorgehoben, daB P bei Hunden von Individuum zu 
Individuum und von Tag zu Tag am selben Individuum in ziemlich 
weiten Grenzen variiert. Die Ursache zu diesen Variationen war bisher 
unbekannt. Unsere Versuche mit Insulingaben vermitteln eine gewisse 
Klarung dieser Fragen. Die Zusammenstellung zeigt namlich, dap die 
Empfindlichkeit fiir Insulininjektionen eng mit der jeweiligen Disposition 
des Organismus fiir Alkoholumsatz im Zusammenhang steht. An den 
Versuchstagen wo der Alkoholumsatz langsam vor sich ging (niedriger W ert 
fiir B) war die Insulinzufuhr stark stimulierend ; wihrend der Tage dagegen, 
wo der Alkoholumsatz von Beginn lebhaft war, wurde ein geringerer oder 
gar kein Effekt durch Insulin erhalten. Diese Beobachtung stiitzt sich 
auf ein Material von 14 Bestimmungen des Konzentrationsabfalls im 
Blute des Hundes vor und nach Insulingabe. 

Die Beobachtung soll an folgenden zwei Versuchen an demselben 
Hund erlautert werden. (Eda etwa 23,5 kg, Versuch 194, 17. Oktober 
1934 und Versuch 197, 24. Oktober 1934.) Das Versuchstier erhielt in 
beiden Versuchen die gleiche Alkoholmenge, 31,4 g sowie die gleiche 
Insvlinmenge, 20 internationale Einheiten Insulin Leo subcutan. 
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Das Resultat ist aus Abb. 1 ersichtlich. In Versuch 197 war / vor 
der Injektion 0,0025. Die Wirkung der Injektion war auberst un- 
bedeutend. Der Mehrumsatz in den ersten 200 Minuten nach der In- 
jektion kann nur zu 1.2 g berechnet werden, ein Wert, der fast innerhalb 
der Fehlergrenze liegt. In Versuch 194 war f vor der Injektion nur 
0.0015, der Effekt der Injektion kann zu einer Mehrverbrennung von 5,0 g 
wahrend der ersten 200 Minuten nach der Injektion geschatzt werden. 

Die uwbrigen Versuche ergeben das gleiche Resultat. Sie zeigen 
iibereinstimmend, da} die Insulinwirkung und die Fahigkeit des Tieres, 
am Versuchstage Alkohol umzusetzen, eng miteinander verkniipft sind. 
Je sehlechter diese Fahigkeit ist. desto starker die Insulinwirkung. 

Kine vorlaufig nur rohe Schatzung der Insulinwirkung kann aus 
folgender Tabelle entnommen werden, die aus Versuchen an dem 
schon oben erwahnten Hund (Eda) zusammengestellt sind. 





' i ‘ Umsatz- 

Umsatz Umsatz steizerung 

pro 200 Min. pro 200 Min pro 200 Min 2 vor Tasalis 
a “ee ? ‘ 2 in. 3 vor Tasuli 
vor Insulin nach Insulin nach Insulin- tniektion 
injektion injektion injektion 


Interrationale 

Einheit Insulin 

pro kg Korper- 
gewicht 

Nr g g g 


Versuch 


194 O85 5.0 10.0 5.0 O.O0L5 
203 0,85 57 10,3 4.6 0,0019 
199 0.85 6,0 99 0.0020 
197 O.85 &.2 9 4 1.2 0.0025 
201 1,28 ee) GY 0 0,0032 


Vergleicht man die beiden letzten Kolumnen, so zeigt sich, daB der 
Insulinwert mit sinkendem Wert fiir # ansteigt. Bei § — 0,0032 ist der 
Insulineffekt unmerklich, obwohl die Insulinmenge hier gr6éBer ist als in 
den iibrigen Versuchen. Bei § = 0,0015 wird der induzierte Mehrumsatz 


pro 200 Minuten nach der Injektion zu 5,0 g berechnet. 


Die Ziffern der vierten Kolumne scheinen auf noch eine beachtens- 
werte Tatsache hinzudeuten, namlich, daB die durch Insulin induzierte 
Umsatzgeschwindigkeit das Maximum der unter normalen Verhaltnissen 
beim Tier beobachteten erreicht. Im hier erwihnten Falle kann der 
Umsatz durch Insulin auf 10 g pro 200 Minuten hochgetrieben werden, 
dieser Wert, den das Tier schon in Versuch 201 als optimale Kondition 
vor Insulingabe aufweist, wird jedoch nicht tiberschritten. Die Versuche 
scheinen also zu zeigen, daB die Variationen in der Umsatzgeschwindigkeit 
mit dem wahrend der Ausfiihrung der Messung im Organismus 
herrschenden ,,Insulinstandard‘’ im Zusammenhang stehen, und dab 
eine niedrige Umsatzgeschwindigkeit auf eine weniger intensive 
Insulinwirksamkeit im Organismus zuriickzufiihren sein kann. Ein 
Insulinzuschu8 kann eine Steigerung des Umsatzes bis zu einer gewissen 
Grenze mit sich fiihren, aber nicht dariiber hinaus. 
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Die Beobachtung ist von prinzipieller Bedeutung nicht nur in bezug 
auf den Alkoholumsatz, sie zeigt auch die bemerkenswerte, bisher nicht 
hinreichend beachtete Tatsache, daB das Insulin nicht nur in den Kohlen 
hydratumsatz eingreift, sondern auch fiir andere Stoffe von Bedeutung 
ist, wie es sich hier fiir den Athylalkohol erweist. 

Die Insulindosis war in diesen Versuchen im allgemeinen so hoch 
daB der Blutzuckergehalt auf 0.05 oder etwas darunter sank. Die Ver 
suche sind nicht zahlreich genug, um Schliisse auf den quantitativen 
Zusammenhang zwischen Insulinmenge und Wirkung auf den Alkohol 
umsatz zu erlauben. Auch kénnen keine Sehliisse auf Blutzucker- 
gehalt und Alkoholumsatz gezogen werden. Hierzu sind gréBere Ver 
suchsserien erforderlich. 

Weiterhin sind einige Versuche ausgefiihrt worden, um zu beob 
achten, inwiefern Kohlenhydratzufuhr den Insulineffekt beeinflulst 
Kin solcher EinfluB scheint nach folgender Zusammenstellung nicht 
vorhanden zu sein. Der Hund erhielt wahrend des Versuchs 100 g 
tohrzucker per os, wovon die Haltte gleichzeitig mit dem Alkohol, dit 
andere Halfte bei der Insulininjektion gegeben wurde. 


s 





Steigerung des Alkohol- 
: umsatzes pro 200 Min. 
Versuch Hund nash fnjektion 


Nr. g 


202 Beno 0,0 Ny 


4.9 
205 Beno 0,0019 4.5 
201 Kda 0.0032 0 


Der Insulineffekt ist, wie man sieht, auch nach Zuckerzufuhr stark, 

wenn der Wert fiir # gering ist und umgekehrt. 
Zusammenfassung. 

Verfasser hat an Hunden die Wirkung von Thyroxin, Pituitrin, 
Adrenalin und Insulin auf die Umsatzgeschwindigkeit des Alkohols (/ 
untersucht. 

Eine sichere Wirkung der drei erstgenannten Hormone konnte nicht 
nachgewiesen werden. 

Insulin iibt eine stark aktivierende Wirkung auf Hunde mit lang- 
samen Alkoholumsatz aus. Der Umsatz konnte wahrend der ersten 
200 Minuten nach der Insulininjektion verdoppelt werden. Bei schon 
von Beginn intensivem Alkoholumsatz war die Insulininjektion un- 
wirksam. Insulin scheint also in den Umsatz des Athylalkohols 
merklich cinzugreifen. 

Die Variationen in der Umsatzgeschwindigkeit des Athylalkohols. 
die von Tag zu Tag am Hund beobachtet werden konnten, sind teilweise 
durch die im Kérper befindliche Quantitaét des Insulins und dessen 
Wirksamkeit zu erkliren. 





Chloroform als Fallungsmittel fiir Serumeiweib, 
Von 
Anders Grénwall. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat in Lund, 
Schweden.) 
(Eingegangen am 11. September 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bisher ist Chloroform als Fallungsmittel fiir Serumeiweib wenig 
zur Anwendung gekommen. 

Nach Formanek (1) wird Serumeiweif durch Chloroform bei saurer 
und neutraler Reaktion gefallt, wenn die Temperatur bei 50 bis 55° ge- 
halten wird. Bei alkalischer Reaktion beobachtet er dagegen keine 
Fallung. Stark herabgesetzt ist das Eiweibfaillungsvermégen des 
Chloroforms bei Zimmertemperatur. Salkowski (2) dagegen findet, dab 
ein Serum-Chloroformgemisch bei alkalischer Reaktion ein opakes 
Aussehen annimmt und, daB EiweiB gefallt wird. Hammarsten (3) hat 
beim Konservieren von <Aszites mittels Chloroform analoge Beob- 
achtungen gemacht. Formanek (1), Salkowski (2), Kriiger (4), Sevag (5), 
Albers und Albers (6), Holmberg (7) u. a. haben indessen Chloroform als 
EiweiBfaillungsmittel bei Lésungen von Hamoglobin, Hiihnereiweil, 
Albumosen u. a., sowie bei verschiedenen Enzymextrakten verwendet. 

Beim Mischen von Chloroform und Serum beobachtet man an der 
Grenzschicht um die Oberfliche der Chloroformtropfen eine weibliche 
Fallung. Wird die Mischung stark geschiittelt, nimmt sie eine milchige 
bis sahnige Konsistenz an, die in hohem Grade von der Reaktion des 
Serums abhingig ist. Schiittelt man eine Serie Serumproben, die mit 
Pufferlésungen von (sukzessive) steigender Wasserstoffionenkonzen- 
tration verdiinnt sind, so findet man also in gewissen Proben eine mehr 
dickfliissige Konsistenz. Man hat den Eindruck, Quecksilber zu schiitteln. 
Beim Zentrifugieren verbleibt das gefallte EiweiB mit dem Chloroform 
als Bodensatz. Um diese Beobachtungen naher zu analysieren, sind 
folgende Untersuchungen ausgefiihrt worden. 


Methodik. 


Menschenserum wurde im Verhaltnis 1:11 mit einer Mischung 


von Ringerlésung und abgestuften Pufferlésungen (Verhaltnis 3 :1) 
versetzt. Als Puffer kamen Citrat-, Phosphat- und Boratpuffer nach 
Sorensen zur Anwendung. Nach Mischen des Serums mit der Ringer- 
Pufferlésung wurde die Wasserstoffionenkonzentration elektrometrisch 
mittels Chinhydron oder Wasserstoff bestimmt. Diese Serumlésungen 
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wurden nach Sevag (5) mit gleichen Mengen einer Mischung von Chloro 
form und Amylalkohol (3 -+ 1) versetzt, in der Schiittelmaschine eins 
Stunde geschiittelt und zentrifugiert. In der iiberstehenden Fliissigkeit 
wurde dann der Protein-N-Gehalt bestimmt. Die Versuche sind be: 


Zimmerte moperatur ausge fiih rt worden. 


Resultate. 


Die Kurven Abb. 1 bis 3 geben die Resultate aus den oben be- 
schriebenen Serienbestimmungen wieder. Auf der Ordinate ist dic 
prozentuelle Verminderung der urspriinglichen Protein-N-Menge, auf det 
Abszisse die Wasserstoffionenkonzentration aufgetragen. Man findet also 

beim Schiitteln von Serumeiweif mit 





Chloroform deutliche Fallungsoptima 
bei gewissen Wasserstoffkonzentra- 
tionen. Von gréBtem Effekt ist das 
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Abb. 3. 


Ausschiitteln bei etwa py 4,3. Hier fiihrt manchmal schon die ein- 
malige Schiittelprozedur zu totaler Ausfallung, wahrend sie in ge- 
wissen Fillen wiederholt werden muB. Es handelt sich hier offenbar 
um eine anwendbare Methode, Serumeiweif auszufallen, und zwar 
folgendermaben: geeignete Einstellung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration durch Zusatz von Pufferlésungen und darauf folgendes Schiitteln 
mit einer Mischung von Chloroform und Amylalkohol. Die hervorragende 
Bedeutung der Methode liegt darin, daB sie relativ einfach und das 
Fallungsmittel von so indifferenter Natur ist. 

Zu bemerken ist, daB die optimale Ausfaillung des Serumeiweib 
durch Ausschiitteln mit Chloroform bei einer Wasserstoffionenkonzen- 
tration stattfindet, die mit dem fiir Albumin angegebenen isoelektrischen 
Punkt ziemlich gut iibereinstimmt. Es liegt deshalb nahe, dieses und die 
iibrigen Fallungsoptima bei etwa 6,5, 8,6 und 9,4 mit den verschiedenen 
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isoelektrischen Punkten verschiedener EiweiBfraktionen in Zusammen- 
hang zu bringen. Bei seinem isoelektrischen Punkt wird das EiweiB am 
leichtesten an der Grenzschicht der durch Schiitteln fein verteilten 
Chloroformtropfen adsorbiert. Der heutigen Anschauung gemaB hat 
jedoch die andere EKiweiBkomponente, das Globulin, seinen isoelektrischen 
Punkt bzw. Zone auf der sauren Seite der py-Skala, was mit der hier 
angefiihrten Erklirung nicht in Einklang zu bringen ist. Hierzu kann 
angefiihrt werden, daB die Bestimmungen des isoelektrischen Punktes 
fiir Serumglobulin bisher an Praparaten ausgefiihrt worden sind, die 
durch Fallung mit halbgesattigtem Ammonsulfat gewonnen wurden, ein 
Verfahren, das, wie wir jetzt wissen, tief eingreifende Konstitutions- 
veranderungen dieser labilen Stoffe zur Folge hat. Die hier gefundenen 
Fallungsoptima sollten so den isoelektrischen Punkten des nativen 
EiweiB entsprechen, und Globulin sollte also isoelektrische Punkte 
oder Zonen auf der alkalischen Seite bei etwa py 8,6 und 9,4 haben. 
Verfasser ist durch Elektrophoreseversuche, tiber die spater berichtet 
werden soll, zu ahnlichen Resultaten gekommen. 


Zusammenfassung. 


Das Eiweibfillungsvermégen des Chloroforms wurde an Menschen- 
serum bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration untersucht. 
Hierbei hat sich gezeigt, daB diese Prozedur in hohem Grade vom px des 


Versuchsmilieus abhangig ist. Deutliche Optima fiir die Chloroform- 
ausschiittelung wurden beobachtet bei py 4,3, 6,5, 8,4 bis 8,7 und 9,4. 
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Katalyse mit organischer Faser. LI. 
Von 
G. Bredig, F. Gerstner und H. Lang. 
(Aus dem Institut fiir physikalische Chemie, Karlsruhe i. B.) 


(Eingegangen am 17. September 1935.) 


A. Katalytische Synthese optisch aktiver Oxynitrile. 

Vor einiger Zeit wurde von uns gezeigt!, daB man durch Einfiihrung 
von Diathylamin in das Molekiil der Cellulose eine Faser erhalt, welche 
die Bildung von Mandelsaurenitril aus Benzaldehyd und Blausaure sehr 
stark katalysiert wie ein Emulsinferment. Dabei ergab sich auch in- 
sofern eine auffallende Ahnlichkeit dieses aus einer katalytisch aktiven 
Gruppe und einem kolloiden Trager synthetisch gebildeten organischen 
Katalysators von bekannter Zusammensetzung mit dem von L. Rosen- 
thaler® 1908 gefundenen asymmetrierenden Emulsinferment, als auch 
dieser unser neuer Faserkatalysator erhebliche Mengen optisch aktiven 
Oxynitrils (allerdings noch neben viel racemischem) erzeugte. Wir hatten 
also die eigenartige Erscheinung gefunden, dap ein Katalysator, welcher 
wie das Diathylamin an sich keine asymmetrische Atomgruppe enthalt und 
daher in homogener Lésung allein® nur optisch inaktives Nitril erzeugen 
kann, dadurch, daB man ihn mit einem optisch aktiven ,,Trdger wie 
Cellulosefaser koppelt, nunmehr asymmetrierend, also stereochemisch 


relativ spezifisch auf das Substrat bzw. das Reaktionsprodukt wirkt #4. 


Schon L. Rosenthaler® hatte in seinen grundlegenden Arbeiten 
gezeigt, daB auBer Benzaldehyd auch andere Aldehyde mit Blausiure 


1G. Brediq u. F. Gersiner, diese Zeitschr. 250, 414, 1932. Uber 
Fermentmodelle vgl. besonders die wichtige Monographie von W. Langen- 
beck: ,,Die organischen Katalysatoren und ihre Beziehungen zu_ den 
Fermenten* (Berlin, Jul. Springer, 1935), sowie W. Langenbeck, Ergebn. d. 
Physiologie (herausg. v. Asher u. Spiro, 35, 470, 1933; derselbe, Ergebn. d. 
Enzymforschung (herausg. v. Nord u. Weidenhagen) 2, 314, 1933. 
W. Frankenburger, ebenda 3, 1, 1934. — ? Literatur vgl. bei G. Bredig u. 
F. Gerstner, |. c. Es sei noch besonders auf die neueren umfassenden Unter- 
suchungen tiber das Emulsinferment von H. Albers und Mitarbeitern, diese 
Zeitschr, 255, 44, 1932; 269, 14—62, 1934, hingewiesen. — * Literatur iiber 
die asymmetrierende Wirkung von Katalysatoren in homogener Lésung 
nach G. Bredig, K. Fajans, J. Creighton, W. Pastanogoff, P. S. Fiske u. 
M. Minaeff, vgl. diese Zeitschr. 250, 415—416, 1932; siehe auch 
Y. Shibata, Chem. Centr. 1929, II, 2043; 1982, I, 532. — 4 Uber einen 
sehr interessanten asymmetrierenden anorganischen Katalysator, vgl. G. M. 
Schwab, F. Rost u. L. Rudolph, WKolloid-Zeitschr. 68, 157, 1934; Zeitschr. 
f. angew. Chem. 48, 73, 276, 372, 1935. — 5 L. Rosenthaler, diese Zeitschr. 
17, 257, 1909. 
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unter der Wirkung des Emulsinferments optisch aktive Oxynitrile liefern, 
und der eine von uns erhielt in Gemeinschaft mit ./. Minae/{! ebenfalls 
optisch aktive Oxynitrile aus solchen anderen Aldehyden, als an Stelle 
des Emulsinferments die Basen Chinin und Chinidin als Katalysatoren 
in homogener Lésung angewandt wurden. 


In der vorliegenden Arbeit haben wir nun die Frage untersucht: 


1. Ob unser kiinstlich aus Diathylamin und Cellulose hergestellter 
Faserkatalysator ebenso wie Rosenthalers Emulsinferment auch andere 
Aldehyde als Benzaldehyd zur Bildung von Oxynitrilen, insbesondere 
von optisch aktiven bei Blausiureanlagerung veranlassen kann. 


2. Ob auch andere optisch inaktive (und daher in homogener Lésung 
ohne Faser stereochemisch nicht asymmetrierende) katalytisch aktive 
Basen nach ihrer Verkoppelung mit Cellulose optisch aktives Mandel- 
siurenitril wie Emulsinferment erzeugen. 

Unsere weiter unten angegebenen Versuche haben in der Tat beide 


Fragen bejahend beantwortet. 


1 Katal ytische Synthese von optisch aktiven Oxynitrile n aus anderen Alde- 
hyden auBer Benzaldehyd. 


Die Synthese wurde in derselben Weise, wie friiher von G. Bredig und 
F’. Gerstner (1. ec.) beschrieben ist, ausgefiihrt, indem 0,1 Mol Aldehyd mit 
0,1 Mol HCN in toluolischer Lésung unter Zugabe von 0,5 g Diaithylamino- 
cellulosefaser auf 50 cem aufgefiillt und dann bei Zimmertemperatur langere 
Zeit auf einer Maschine geschiittelt wurde. Die angewandte Katalysator- 
faser hatte einen von der Base herriihrenden Stickstoffgehalt von 0,6°,. 
Zum Schlu8 wurde die Faser abfiltriert und das Filtrat in einer Schichtlange 
von 200 mm auf optisches Drehungsvermégen untersucht, und zwar je nach 
der schwachen Farbung mit griinem Quecksilberlichte (7 5460 A) oder 
mit dem gelben Lichte der Natriumflamme mit Bichromatfilter. Unsere 
Ergebnisse sind in Tabelle I verzeichnet: 


Tabelle I. (Versuche von F. Gerstner.) 





Schiitteldauer Kontraktion Drehung 
Std. ecm Grad 


Aldehyd Licht 
Acetaldehyd* .... 12 1,8 — 0,20 griin 
Acetaldehyd**... . 15 2,0 0,22 " 

Zimtaldehyd. . .. . 17 1,05 — 0,50 gelb 


Anisaldehyd . . . . . 17 1,20 — 0,47 
Piperonal. . . . 19 0,80 0.40 


* Hier war Toluol durch Chloroform ersetzt. — ** Hier war Diathylaminofaser durch 
Piperidinfaser ersetzt und 0,2 Mol Aldehyd angewandt. 

Als annaiherndes Maf der Oxynitrilbildung betrachten wir, wie in 
der ersten Mitteilung, die in der Tabelle angegebene Kontraktion. Wve 


1G. Brediqgu. M. Minaeff, diese Zeitschr. 249, 241, 1932. 








QO G. Bredig, F. Gerstner u. H. Lang: 


wir aus der Tabelle I ersehen, sind alle entstandenen Oxynitrile optis: 
aktiv und zwar linksdrehend. In homogener Chloroformlésung mi 
Chinin als Katalysator hatte dagegen Minae/f (1. c.) aus Zimtaldehy: 
und Piperonal rechtsdrehende Oxynitrile erhalten. 


Da bei m-Nitrobenzaldehyd in homogener Lésung eine ganz besonde: 
starke katalytische Asymmetrierung von P. Rabe und H. Albers! gefund 
worden war, haben wir auch diesen wie oben anzuwenden versucht. Leide: 
aber scheiterte der Versuch daran, daB unser Faserkatalysator die ganz 
Lésung des Nitrobenzaldehyds unter Quellung verkleisterte und selbst nac! 
40 Stunden keine Kontraktion eintrat. 

Eine besondere Erscheinung verdient noch erwahnt zu werden, di 
eintrat, als wir bei einem Versuch mit Benzaldehyd zunachst der gr6éBeren 
Fermentaihnlichkeit wegen anstatt mit Toluol mit Wasser auffiillten. Di 
Diathylaminfaser war dann am Ende des Versuchs stark gequollen, di 
Kontraktion nach 22 Stunden 0,95 cem, das wdsserige Filtrat zeigte abe: 
keine Drehung. Als wir jedoch nach AbgieBen dieser wasserigen Lésung di: 
Faser und den restlichen Benzaldehyd mit 40 cem Toluol ausschiittelten und 
diese wiederum filtrierte toluolische Lésung, die wegen Triibung optisch nicht 
untersuchbar war, mit wasseriger Salzsiure verseift hatten, zeigte das 
Verseifungsprodukt in 45 cem Wasser gelést eine Drehung von + 0,60°, also 
dieselbe, wie sie [in unserer ersten Mitteilung (Il. ¢.) in Versuch 3 de: 
Tabelle IIT] auch bei direkter Anwendung von Toluol ohne Wasser erhalte: 
war. Die Reaktion der Asymmetrierung hatte also auch im wdsserigen 
System ohne Toluol an oder in der Faser und dem fliissigen Benzaldeh yd 
stattgefunden, bzw. ihr Produkt wurde dann an oder in der Faser und im 
Benzaldehyd festgehalten? und konnte durch Toluol herausgelést werden. 


2. Katalytische Oxynitrilsynthese mit verschiedenen basischen Faser- 
katalysatoren. 


An Stelle der Diathylaminogruppe haben wir jetzt eine ganze 
Reihe anderer basischer Gruppen mit der Cellulosefaser gekoppelt und 


ihre Wirkung verglichen: 


Die Faserkatalysatoren wurden nach der schon in unserer ersten Mit 
teilung angegebenen Methode von P. Karrer und W. Wehrli® aus dem 
p-Toluolsulfosiureester der gereinigten Baumwolle hergestellt, indem mai 
diesen Ester mit einem UberschuB8 der Base im fliissigen reinen Zustand ode: 
in wasseriger Losung (Bornylamin, Nicotin, Contin und Chinin in 30° iger 
alkoholischer Lésung) im zugeschmolzenen Glasrohr mehrere, meist 6 Stunden 
bei ungefahr 90 bis 100° erhitzte und dann die Faser mit Wasser gut aus 
wusch. Die Reste von freiem Anilin, Bornylamin, Nicotin, Coniin und Chinir 


| P. Rabe, Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 22, 1933; H. Albers, Diss.. 
Hamburg 1928. Uber diese Versuche mit Chinaalkaloiden als Kata 
lysatoren findet man eine Ubersicht bei Langenbeck, |. c. S. 91 u. 92 

* Vel. W. Langenbeck, Monographie, |. c. 8S. 58. Heterogenes Modell. 
Siehe auch unsere erste Mitteilung, |. c., Tabelle III, Versuch 3; G. Bredi 
Anorganische Fermente, Leipzig 1901, 8. 92. 3 P. Karrer u. W. Wehr! 
Zeitschr. f. angew. Chem. 89, 1509, 1926. 
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wurden mit Methylalkohol ausgewaschen. Die Fasern waren dann meist 
veruchlos, nur die Benzylamintaser behielt noch einen sechwachen Geruch 
iach Base. 


Bei den in Tabelle Il angegebenen Katalyseversuchen wurden wieder, 
wie in unserer ersten Mitteilung 0,1 Mol Benzaldehyd mit 0,1 Mol HCN und 
0,50 g Faserkatalysator mit Toluol auf 50 cem aufgefiillt und die angegebene 
Stundenzahl bei Zimmertemperatur geschiittelt. 
unserer ersten Mitteilung verfahren. 


Im tbrigen wurde wie in 
Die Drehungswinkel sind wieder fiir 
200 mm Schichtlange und die griine Quecksilberlinie 7 5460 A angegeben. 
Hierbei waren die erhaltenen Oxynitrilmengen immer in 50 cem Toluol und 
das Verseifungsprodukt (Mandelsaure) in 50 cem salzsaurem Wasser gelést. 


Tabelle II. 


(Versuche von F’. Gerstner.) 





Stickstoff- Schiittel- Ent- Erhaltene Drehung 


gehalt in zeit standene 
der Faser Kontraktion 


Katalytisch aktive 


Gruppe in der Faser Mandel - 





stammte aus: 


Ammoniak 
Methylamin 
Athylamin 
n-Butylamin 
iso-Butylamin . 
Benzylamin . 
Bornylamin . 
Anilin 


Dimethylamin . 
Diathylamin 

Dipropylamin . 
Diisobut ylamin 
Diisoam ylamin 


Piperidin . 
Coniin 


Trimethylamin 
Triathylamin 
Triisobutylamin 
Triisoamylamin 
Pyridin 
Chinolin 
Nicotin. 

Chinin . 


0 
0 


1,16 
1,14 
1,39 
1,26 
1,31 
1,50 
0,90 
1,23 


1,29 
0.60 
0,86 
0,66 
0,50 
0,68 
0.64 
0,32 
0,72 
0,25 
0,08 
0,26 
0.6 

0.21 
0.61 
0.27 


22 
20 
22 
22 
22 
22 
22 
28 
17 
22.5 
28.5 
24 
22 
29 
24 
22.5 


ecm 


0,30 
0.60 
B32 
18 


Oxynitril siiure 


Grad Grad 


0,00 
0,00 
— 0,25 
1,38 
0,35 
0,00 
0.00 


O11 
- 1,11 
0,77 
0,05) 


0.81 


- 0.39 


0.52 


0,0 
0,03) 
0,01) 
0.0 
0.05) 
0.0 
0,0 








* Faser frisch. — ** Faser 4 Monate alt. Ein soleches ,Altern* der Faser, das sich durch 
Riickgang von katalytischer und asymmetrierender Wirkung bei langerem Liegen Aufert, 
wurde von uns éfter beobachtet. 


Aus Tabelle II ergibt sich also zunachst, daB die erhaltenen optisch 
aktiven Oxynitrile auffallenderweise alle linksdrehend und ihre Ver- 


seifungsprodukte, also Mandelsdure, stets rechtsdrehend sind. Es zeigt 


sich, daB besonders die Einfiihrung der Aminogruppe einer sekunddaren 
Base der Cellulose faser meistens stark katal ytische und stark asymmetriere nde 





gy? G. Bredig, F. Gerstner u. H. Lang: 


Ligenschaften fiir die Oxynitrilsynthese verleiht, gleichgiltig, ob es sic! 
um acyclische oder cyclische basische Substituenten handelt. Auffallen: 
ist der starke, vielleicht sterische Unterschied in der asymmetrierende: 
Wirkung zwischen Butylamin- und Isobutylaminfaser bei gleichen 
Stickstoffgehalt und gleicher katalytischer Wirkung. Dagegen erzeug 
die Kinfiihrung von Aminogruppen primdrer Basen zwar auch noc/ 
katalytische, aber merklich seltener asymmetrierende Eigenschaften de: 
Faser, wenigstens in den von uns bisher untersuchten Beispielen 
Aminocellulose wirkte nur schwach_ katalysierend, aber nicht 
asymmetrierend. 

Bei den Verbindungen tertidrer Basen mit der Cellulosefaser wurden 
in den Versuchen der Tabelle II tiberhaupt keine sicheren (daher ein 
geklammerten) asymmetrierenden Wirkungen von uns gefunden. Dies 
Celluloseverbindungen der tertiéren Basen unterscheiden sich ja auch 
nach Karrer und Wehrli (1. c.) in ihrer chemischen Konstitution von den 
primaren und sekundiren. Jedenfalls unterscheiden sie sich also nach 
unseren Befunden von letzteren auch durch die Unfahigkeit, die Asym. 
metrie der Cellulosefaser auf das katalytisch erzeugte Produkt zu iibe1 
tragen, obwohl sie fiir dessen Synthese katalytisch zumeist gut wirksam 
sind. Nicht nur die katalytische Wirkung, sondern auch der Asym 
metrierungsvorgang scheint sich demnach an dem Stickstoffatom ab 
zuspielen. 

Sogar auch katalytisch unwirksam zeigten sich die Anilin- und die 
Chinolincellulosefaser, wirksam dagegen, obwohl ungefahr ebenso schwach 
basisch, die Pyridinfaser, deren eventuell asymmetrierender Effekt 
aber auch innerhalb der Fehlergrenzen liegt. Anilin und Chinolin waren 
allerdings nur oberflachlich und wenig fest auf der Faser fixiert 
Die Struktur der Chinolinfaser war sogar sichtlich angegriffen. 

Wir sehen also, daB sich die von uns untersuchten aktivierenden 
basischen Gruppen ausgesprochen konstitutionell spezifisch in  ihret 
Wirkung unterscheiden. In diesem Zusammenhang weisen wir auf die 
grundlegenden Untersuchungen von W. Langenbeck (l.c.) tiber die 
rationelle Synthese organischer Katalysatoren und ihre Ahnlichkeit mit 
den Fermenten hin, sowie auf die Arbeiten von R. Wegler'. 

Auffallend ist, daB die Einfiihrung der primaren bzw. tertiaren 
optisch aktiven Basen Bornylamin und Nicotin der Cellulosefaser zwar 
katalysierende, aber nicht asymmetrierende Eigenschaften  erteilt 
hat, wihrend, allerdings bei einer anderen Reaktion?, z. B. Nicotin 
nach K. Fajans* in homogener Lésung asymmetrierend wirkte. Dagegen 


' R. Wegler, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 1055, 1935. — 7K. Fajans, 
Zeitschr. f. phys. Chem. 73, 25,1910; G. Bredig u. K. Fajans, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 41, 740, 1908. 
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verleiht, wie wir sehen, die Einfiihrung des sekundaren optisch aktiven 
Coniins der Faser auch deutliche katalytische und asymmetrierende 
Wirkung, allerdings auch nicht mehr als die anderen optisch inaktiven 
sekundiren Basen, 


Im AnschluB hieran haben wir deshalb noch eine optisch aktive 
Base, namlich das d-Diaminotrimethyleyclopentan in die Faser bis zu 
einem Stickstoffgehalt von 2,6°, eingefiihrt und dann deren katalvtische 
und asymmetrierende Wirkung verglichen mit der Wirkung derselben 
Base in homogener Lésung ohne Faser und mit der Wirkung von Di- 
ithylaminofaser. Hierfiir wurde der Celluloseester, um einmal ein 
anderes Faserpriparat zu erproben, aus gebleichten Baumwollinters 
hergestellt (Genaueres hiertiber vgl. spater). 

Gemischt wurden in diesen Versuchen (von H. Lang) wieder 0,1 Mol 
Benzaldehyd und 0,1 Mol HCN mit den angegebenen Mengen des Faser 
katalysators, mit Toluol auf 52 ecm aufgefiillt und bei Zimmertemperatut 
geschiittelt : 

a) Vergleichsversuch mit 0,5 g Diathylaminofaser (ebenfalls aus Linters 
hergestellt), enthaltend 0,004 25 g Stickstoff, ergab nach 17 Stunden eine 
Kontraktion von 1,30 cem und im Filtrat eine Drehung von 0,73". 

b) Versuch mit 1 g d-Diaminotrimethyleyclopentantaser (aus denselben 
Linters hergestellt), enthaltend 0,026 g Stickstoff, ergab nach 17 Stunden 
1,7 cem Kontraktion, aber nur optisch inaktives Filtrat. 


Wir sehen also, daB diese optisch aktive Base mit der Faser gekoppelt 
zwar ebenfalls erhebliche katalytische Wirkung auf die Oxynitrilsynthese, 


aber zum Unterschied von der Diithylaminofaser und ebenso wie das 
optisch aktive mit der Faser gekoppelte Bornylamin, keine merkliche 
asymmetrierende Wirkung hat. Zum Vergleich haben wir nun auch mit 
der Cyclopentanbase Versuche ohne Faser, also im homogenen System 
gemacht: 


c) An Stelle der Faser wurden 0,1 g d-Diaminotrimethyleyclopentan 
(enthaltend 0,0197 g basischen Stickstotf) mit 0,1 Mol Benzaldehyd, 0,1 Mo! 
HCN und Toluol zu 52 cem in homogener Lésunz aufgefiillt. Die erhaltene 
Kontraktion war nach 24 Stunden 1,0 cem, nach 40 Stunden 1,l cem. Nun 
ergab sich nach dreimaligem Ausschiitteln mit Schwefelsiure, sowie Ver- 
seifung mit Salzsaure wie iiblich, nur eine sehr geringe Drehung von O,05°. 
Als man jedoch den gleichen Versuch wiederholte und vier Wochen bei 
Zimmertemperatur stehen lie}, ergab sich eine Kontraktion von 1,7 cem 
und nach Verseifung ein Drehungswinkel fir das Produkt (in 52 cem wieder 
gelost ) von 0,54° (griines Licht). Die so erhaltliche optisch aktive Mandel 
siure wurde tibrigens auch noch aus einem mit doppelten Mengen angesetzten 
und schon nach 140 Stunden abgebrochenen Versuch durch fraktionierte 
Kristallisation des Verseifungsprodukts priaparativ isoliert und durch 
Alkalititer und Elementaranalyse identifiziert: alkalimetrisches Aquivalent - 
gewicht: gef. 152,3 (ber. 152,1); C: 63,53 % (ber. 63,13); H: 5,48 % (ber. 
5,30 %). 








G. Bredig, F. Gerstner u. H. Lang: 


d) Eine Wiederholung des Versuchs c), wobei dieselbe Menge Base jet: 
aber an Lintersfaser (0,75 g Faser mit 2.6 °, basischem Stickstoffgehalt, als 
mit derselben Stickstoffmenge, namlich 0,0195 g) gebunden im Reaktion- 
gemisch angewandt wurde, ergab schon nach 5!/, Stunden eine Kontrakti 
von 1,65 cem, dagegen optisch inaktive Oxynitrillésung als Filtrat und au 
diesem ebenso ein optisch inaktives Verseifungsprodukt. 

Wir sehen also beim Vergleich der Versuche c) und d), daB dies: 
Base durch Bindung an die Faser in ihrer katalytischen Wirkung sehr vei 
stirkt wurde, daB sie aber durch diese Bindung an die Faser ihre it 
homogener Lésung, wenn auch nur sehr langsame, aber deutlich: 
asymmetrierende Fahigkeit verloren hat. Ob dieser Verlust darauf beruht 
daB in diesem Falle die katalysierende Asvmmetrie der basischen Grupp: 
durch die Asymmetrie der Faser bis zur Unmerklichkeit kompensiert 
wird, oder ob das Vorhandensein zweier Aminogruppen eine Kom 
plikation bringt, kann noch nicht entschieden werden, ebensowenig wit 
die Frage, ob das Versagen der Celluloseasymmetrie bei den Amino-, 
Methylamino-, Benzylamino-, Anilin- und den tertiaren Aminfasern aus 
einer zu groben Entfernung der katalytisch aktiven basischen Grupp« 
vom asymmetrischen C-Atom der Cellulose oder von anderen (z. B 
Affinitats-) Eigenschaften dieser Gruppen herrihrt. 


Zusammentassung. 


1. Faser aus Diaithylaminocellulose kondensiert nicht nur Benz- 
aldehvd mit Blauséure katalytisch zu teilweise optisch aktivem Oxy- 
nitril, sondern (wie ein Emulsinferment nach Rosenthaler) auch 
andere Aldehyde, wie Acetaldehyd, Zimtaldehyd, Anisaldehyd und 
Piperonal. 

2. Es wurden 24 verschiedene Faserkatalysatoren aus Cellulose- 
faser und 24 verschiedenen daran gekoppelten Basen hergestellt und 
auf ihre katalytische Fahigkeit bei der Bildung von Mandelsaure- 
nitril untersucht. Davon erwiesen sich 21 als katalytisch wirksam, 
10 davon erzevgten hierbei optisch aktives Oxynitril. Von den aus 
optisch aktiven Basen hergestellten Faserkatalysatoren lieferte nur 
die Coniinfaser ein optisch aktives Produkt. Aus tertidéren Basen 


hergestellte Faserkatalysatoren wirkten tiberhaupt nicht asymmetrie- 


rend, dagegen alle untersuchten Faserkatalysatoren, die aus sekun- 
dairen Basen hergestellt waren. 


B. Katalytische Deearboxylierung. 

Eine zweite katalytische Eigenschaft der basischen Cellulose- 
faser, die an Fermentwirkung erinnert, haben wir in unserer ersten Ab- 
handlung (I. c.) mitgeteilt, namlich die Fahigkeit, gewisse Ketocarbon- 
siuren zu decarboxylieren. Insbesondere erwies sich Faser aus Di- 
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thylaminocellulose fir die Abspaltung von Kohlendioxyd aus einer 
-Ketocarbonsiure wie Bromcamphocarbonsiure als ein sehr kraftiger 
Katalysator, wie die friher von G. Bredig, K. Fajans, J. Creighton 
ind W. Pastanogoff! in homogener Lésung untersuchten Basen. Wir 
haben nun die in unserer ersten Mitteilung noch offen gelassene Frage 
intersucht, ob diese decarboxylierende Wirkung der Faser ebenfalls 
stereochemisch asymmetrierend ist, wie die Wirkung homogen geléster 
Basen, wie z. B. die des Chinins und wie die Wirkung derselben Faser 
bei der katalytischen Synthese von Mandelsaurenitril. 


i. Ve rsuche mit Didtl ylaminoce llulose (F. Gerstner). 


Zunachst haben wir versucht, direkt prdparativ optisch aktive 


Bromecamphocarbonsiure bzw. optisch aktiven Bromeampher aus 
optisch inaktiver Bromeamphocarbonsaure durch unvollstandige, recht- 
zeitig unterbrochene CO,-Abspaltung mit Hilfe der katalytischen 
Wirkung von Didithylaminocellulose (und ebenso optisch aktive Campho- 


carbonsiure und optisch aktiven Campher aus optisch inaktiver Campho- 
carbonsdure mit Hilfe der katalytischen Wirkung von Piperidince]lulose) 
nach demselben Verfahren herzustellen, wie dies friiher nach dem 
Prinzip von G. Bredig und K. Fajans (1. ¢.) mit Hilfe homogen geldster 
optisch aktiver basischer Katalysatoren wie Chinin und Chinidin 
Creighton und Pastanogoff (1. c.) erfolgreich gelungen war. 


Versuche: 


e) 3g eines optisch inaktiven Gemisches von d- und /-Bromcampho- 
carbonsdure wurden in 30 cem Acetophenon gelést und mit 1,2 g Didthyl- 
aminocellulosefaser (Stickstoffgehalt 0,6°,) mittels eines Stromes von 
Stickstoffgas bei 16° 24 Stunden durehgeriihrt. Es waren dann 55°, der 
Séure unter CO,-Entwicklung decarboxyliert, wie man durch Gewichts- 
messung der erhaltenen Kohlensaiure nach AK. Fajans u.a. feststellte. Die 
Losung und die Faser wurden dann getrennt und mit je 30 cem 5° iger 
wasseriger Natronlauge ausgeschiittelt. Die sich schwer absetzende wiasserige 
Schicht und die Acetophenonschicht wurden voneinander in der Zentrifuge 
getrennt und die noch triibe Acetophenonschicht zwecks optischer Unter- 
suchung durch Zusatz von etwas Ather geklart. Die in die wasserige Schicht 
iibergegangene, noch unzersetzte Bromcamphocarbonsadure erwies sich in 
einem Rohr von 200mm Lange als optisch inaktiv, ebenso die Aceto- 
phenonschicht, in welcher sich der gebildete Bromecampher befand. Die 
d-Form und die l-Form der Saéure waren also vom Faserkatalysator gleich 
schnell zersetzt worden. 


! Literaturangaben vgl. diese Zeitschr. 250, 415 (FuBnote 6), 1932; 
P. Rona u. F. Reuter, ebenda 249, 455, 1932: siehe auch die bereits hervor- 
gehobene Monographie von W. Langenbeck, ,,Die organischen Katalysatoren 
und ihre Beziehungen zu den Fermenten* (Berlin, Jul. Springer, 1935). 














aT) G. Bredig, F. Gerstner u. H. Lang: 


f) In gleicher Weise wurden 3,13 g optisch inaktive Bromcampl 
carbonsdure in 40 cem Acetophenon gelést und der unvollstandigen, kat: 
lytischen Decarboxylierung mit | g Diathylaminocellulosefaser bei 35° unte: 
worfen. Schon nach 133 Minuten waren 47°, der Saure decarboxyliert 
Auch hier erwiesen sich die sofort vorgenommenen wasserigen NaOH 
Ausziige der Faser und der Fliissigkeit ebenso wie die nach dem a 
kalischen Ausschiitteln zuriickbleibende Acetophenonschicht als optis 
inaktiv. 

x) In gleicher Weise wurden auch 3,2 g optisch inaktive Camp/l. 
carbonsdure in 30 cem Acetophenon gelést und mit 1,2 g Piperidincellulos: 
faser als Katalysator, der bei 40° noch nicht erheblich wirkte, bei 80° be 
handelt. Als nach 8 Stunden 47°, der Saéure decarboxyliert ware: 
erwies sich ebenfalls die restliche Saure im alkalisch wasserigen Auszuy 
ebenso wie der gebildete Campher in der Acetophenonschicht als optisc! 
inaktiv. 

Durch die katalytische unvollstandige Decarboxylierung — vo: 
Camphocarbonsdure und Bromcamphocarbonsaure mit Fasern aus 
Piperidincellulose bzw. Diaéthylaminocellulose sind also nicht, wie frithe: 

; . ivi x ° os 
durch optisch aktive basische Ketalysatorea in homogener Lésung 
optisch aktive Stoffe erhalten worden, obwohl sehr erhebliche Kataly~: 
stattgefunden hatte. 


2. Versuche mit Faserkatalysator aus optisch aktiver Base (von H. Leng 


Nachdem es uns also nicht gelungen war, durch die katalytisch: 
Decarboxylierung mit Hilfe von Diathylaminocellulose bzw. Piperidin 
cellulose aus optisch inaktiver Camphocarbonséure bzw. Bromeampho 
carbonsdure optisch aktive Produkte zu erhalten, legten wir uns die 
Frage vor, ob dies gelingt, wenn man an Stelle jener optisch inaktiven 
Basen eine optisch aktive in das Molekiil der Cellulose eingefiihrt hat. 
Zu diesem Zweck wahlten wir das rechtsdrehende cis-Diamino-trimeth yl- 
cyclopentan, von dem uns Herr Prof. Dr. J. v. Braun in Frankfurt a. M. 
in dankenswerter Weise eine gréBere Menge zur Verfiigung stellte. Um 
Material zu sparen und systematischer vorgehen zu kénnen, haben wi 
in diesem Falle den Weg kinetischer Messung gewahlt und experimentel] 
gepriift, ob d- und l- Bromeamphocarbonsdure einzeln von demselben Faser- 
katalysator unter gleichen Umstinden mit merklich verschiedener Ge- 
schwindigkeit decarboxyliert werden. Nur in diesem Falle ware eine 
asymmetrierende Wirkung der Faser, d.h. Gewinnung optisch 
akt ver Produkte aus optisch inaktiver Bromcamphocarbonsaure durch 
Decarboxylierung mit Hilfe dieses Katalysators, méglich. 

Herstellung des Faserkatalysators (H. Lang): Baumwollinters wurden 
24 Stunden in wasseriger Natronlauge alkalisiert und dann gut abgeprebt. 
Die erhaltene Alkalicellulosefaser wurde wie friiher beschrieben (1. ¢.) mit 
p-Toluolsulfochlorid umgesstzt und der gebildete Faserester wie dort ge- 
reinigt. Bleichen war nicht nétig. 8 g dieses Esters wurden in 100 ccm eine! 
20 °oigen wasserigen Lésung des rechtsdrehenden Diaminotrimethyleyclo- 
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pentans (spezifische Drehung | <]s459 + 26) im zugeschmolzenen Glasrohr 
3 Stunden bei 100° erhitzt. Nach griindlichem Auswaschen mit viel Wasser 
wurde die Faser erst an der Luft und dann im Exsikkator iiber Chlorealeium 
getrocknet. Der Stickstoffgehalt dieser bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trockneten Faser war 2,6°%. Wir werden dieselbe im folgenden kurz 
,Cyclofaser‘* nennen. Unsere kinetischen Versuche fiir die Decarboxy- 
lierung wurden in gleicher Weise wie in der ersten Mitteilung von G. Bredig 
und F’. Gerstner (|. c.) bei 40° im Stickstoffgasstrom und zwar mit 6,6 Liter 
Gas pro Stunde ausgefiihrt. 


Versuche: 

h) Je 1,000 g optisch aktive d- bzw. 1-Bromcamphocarbonsaure wurden 
in je 30ceem Acetophenon gelést und in zwei Parallelversuchen durch je 
0,600 g Cyclofaser (enthaltend 0,078 g Base) katalytisch decarboxyliert. 
Dabei wurde zwischen diesen Saéiuren nur ein héchster Unterschied von 5°, 
der Umsetzung bei einem Umsatz von 64°, nach 130 Minuten beobachtet. 
Dieser liegt aber innerhalb der Fehlergrenzen, die natiirlich in diesem hetero- 
genen System erheblich weiter als im homogenen System sind. 

i) Es wurden drei Versuche mit je 1,00 g Bromcamphocarbonsaure, 
gelést in 20 cem Acetophenon, mit je 0,300 g Cyclofaser (enthaltend 0,039 g 
Base) ausgefiihrt, und zwar der eine mit optisch aktiver, der zweite mit 
l-Saure, der dritte mit d-Saéure. Bei allen drei Versuchen war die Zeit fiir 
50% Decarboxylierung 150 Minuten, sie war auch im vorangehenden 
Verlaufe der Reaktion fiir alle drei Sauren gleich gewesen und blieb es auch 
bis zu 75°, Umsatz innerhalb der Fehlergrenze (5 °,). 

Hiermit ist der kinetische Nachweis erbracht, daB die aus rechts- 
drehendem cis- Diaminotrimethyleyclopentan und Baumwolle hergestellte 
basische Faser zwar stark katalysierend, aber nicht in nachweisbarem 
Grade asymmetrierend bei der Decarboxylierung von optisch-inaktiver 
Bromcamphocarbonsaure wirken kann. Dies entspricht auch unserem 
praparativen Befund bei der gleichen Reaktion mit Diithylamino- 
cellulose als Katalysator. 

Wir haben nun auch untersucht, wie sich das von uns angewandte 
rechtsdrehende cis-Diaminotrimethyleyclopentan in homogener Loésung, 
also ohne Faser, als Katalysator gegen Bromecamphocarbonsaure be- 
nimmt: 

Versuche: 

k) Zu diesem Zweck wurden in zwei Parallelversuchen je 1 g d- bzw. 
1-Bromeamphocarbonsaéure in je 20 cem Acetophenon gelést mit je 0,004 g 
geléster Base ohne Faser zur Reaktion gebracht. Auch hier vollzog sich 
ebenfalls fiir d- und ]-Séure die katalytische Decarboxylierung mit genau 
gleicher Geschwindigkeit von Anfang an bis zu einem Umsatz von 85°,. Der 
Umsatz bis 50°, wurde fiir beide Saéuren schon nach 53 Minuten erreicht, 
waihrend der gleiche Umsatz unter dem EinfluB einer fast zehnmal groBeren 
Menge derselben Base, wenn sie auf Cellulosefaser fixciert war [vgl. Versuch 1)], 
eine ungefahr dreimal solange Zeit erforderte. 

Durch die Fixierung auf der Faser wird also, wie aus dem Vergleich 
der Versuche i) und k) hervorgeht, fiir die Decarboxylierung von Brom- 
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camphocarbonsaure die katalytische Wirkung der hier untersuchtes 
Base vermindert. Die erhaltenen Reaktionskurven mit den Ordinate 
Umsatz und Zeit verliefen iibrigens sowohl im homogenen, wie in 
heterogenen System (Lésung oder Faser) nahezu geradlinig. 

Unsere Untersuchung mit rechtsdrehendem  cis-Diaminotrimeth yl 
cyclopentan als Katalysator ergab also folgende eigenartigen Gegensitze 

A. Bei der Synthese des Mandelsdurenitrils ist die katalytisch: 
Wirkung dieser Base: 

in homogener Lésung, wenn auch nur langsam, asymmetrierend 
dagegen 

an die Cellulosefaser gebunden erheblich starker, aber nicht as yin 
metrierend. 


B. Bei der Decarboxylierung der Bromcamphocarbonsdure ist die 
katalytische Wirkung dieser Base: 


in homogener Lésung nicht asymmetrierend, 
an die Cellulosefaser gebunden erheblich geringer, aber ebenfalls 
nicht asymmetrierend. 





Zur Frage des Einflusses 
der Huminsiure auf die Assimilation der Pflanzen. 


Von A. W. Blagowestschenski und A, A. Prosorowskaja. 


Laboratorium fiir Pflanzenphysiologie des Instituts fiir Diinger, Moskau.) 


(Eingegangen am 10. September 1935.) 


Die Untersuchung des Einflusses, den Huminsaure auf die Auf- 
nahme von Stickstoff, Phosphor, Kali und Eisen durch die Pflanze 
ausubt, fiihrte uns zum SchluB (1) (1a), daB die Huminstoffe anscheinend 
als spezifische Reizerreger auf das Plasma der Pflanzen wirken. Der 
Mechanismus der Wirkung blieb jedoch vollstandig unklar. Die Frage 
nach dem Zusammenhang, der zwischen Vorhandensein der Huminsaéure 
in der Lésung und der Anderung der Durchlassigkeit der Protoplasma- 
hillen besteht, wurde von Bottomley (2), Kissil (3), Lieske (4) u.a. 
diskutiert. 

In unseren ersten Versuchen bestimmten wir quantitativ die Ver- 
anderung der Exosmosewerte der im Zellsaft gelésten Stoffe, speziell der 
Glucose. Es erschien uns unzweifelhaft, daB bei Veranderung der Durch- 
lassigkeit sowohl das Eindringen der Glucose in die Zelle als auch ihr Aus- 
treten aus dieser in gleicher Weise, oder mindestens proportional, sich ver- 
andern wirde; N. P. Krassinsky hat ein solches Verfahren beschrieben (5). 
Als Untersuchungsobjekt wahlten wir gew6hnliche Kiichenzwiebeln (Allium 
Cepa L.), die in vier Langsteile geschnitten wurden. Die Wurzelscheibe 
und die griinen inneren Blattchen wurden entfernt, die Teile wurden noch 
kleiner geschnitten und dann in vier Portionen, je 25 g, so aufgeteilt, da® 
jede Portion ein Viertel jeder zerschnittenen Zwiebel enthielt. Jede Portion 
wurde | Stunde im flieBenden Wasser gespiilt, mit Filtrierpapier getrocknet 
und in je 200 cem der entsprechenden Lésungen gebracht. Nach 24 Stunden 
wurden 50 cem von jeder Lésung auf ihren Glucosegehalt untersucht (Be- 
stimmung nach Bertrand). Alle Versuche wurden im Dunkeln ausgefiihrt. 
Der normale Zustand der Zellen wurde nach plasmolytischer Methode 
geprift. 

Bereits der erste Versuch (Tabelle I) lieferte interessante Resultate. 
In diesem Versuch wurde die Exosmose in destilliertes Wasser mit jener 
in 200 cem destilliertes Wasser nach Zugabe von 200 mg Huminsiure 
verglichen. In den ersten 24 Stunden war die Exomose in Anwesenheit 
von Huminsaure nur 2 °% gr6éBer, die nachsten 24 Stunden aber zeigten 
ein ganz anderes Bild; die Exosmose in destilliertes Wasser fiel bis auf 
54% der in den ersten 24 Stunden beobachteten, bei Huminsaurezugabe 
dagegen dauerte sie fast mit derselben Intensitat fort. 

Ein noch deutlicheres Bild erhielten wir bei Wiederholung des 
Versuchs (Tabelle L1). 

Bei Verlangerung der Versuchsdauer auf drei Tage war die Abnahme 
der Exosmose in Anwesenheit von Huminsaure in den letzten 24 Stunden 
sehr gering, andererseits aber trat auch im Versuch mit Wasser allein 
eine gewisse Stabilisation ein (Tabelle IL). 
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Tabelle Il. Versuch vom 26. bis 28. Marz; Temperatur etwa 10° ( 





24 Std. 24 bis 48 Std. 


Medium Glucose Glucose Summ 


mg ar) mg : mg 


Destilliertes Wasser 110,0 100 59,4 d 1694 


Destilliertes Wasser 
+ Huminsaure. . 112.6 100 103,6 92 216,2 


Tabelle II. Versuch vom 3. bis 5. Mai; Temperatur etwa 10°C. 





24 Std 24 bis 48 Std. 


Medium Glucose Glucose Summe 
mg ) mg Dig ing 


Destilliertes Wasser 144.5 100 26,0 18 170,5 


Destilliertes Wasser 
+ Huminsaure. . 134.5 100 132,0 98 2665 


Tabelle III. Versuch vom 26. bis 29. Mai; Temperatur etwa 3° C. 





24 Std. 24 bis 48 Std. 48 bis 72 Std. : 
Medium Summ 


0 


mg O!5 mg No mg 0 mg 


Destilliertes Wasser 62 100 39.8 ) 36,7 59 138.5 


Destilliertes Wasser 
+ Huminsaure. . 46 100 45.5 99 43,9 95 135.4 


Von Interesse ist, daB in den ersten 24 Stunden die Exosmose sich 
nicht verstarkt: die Daten zeigen, daB die Exosmose sogar durch Humin 
saure unterdriickt wird. Im zweiten Versuch ist die Exosmose, im Vergleich 
zu dem Versuch mit Wasser allein, um 7°) gesunken, im dritten Versuch 
sogar um 26%. Der Versuch vom 3. bis 6. Juni (Tabelle IV) hat bei de: 
Exosmose in Wasser ein analoges, im Falle von Huminsaéurezugabe ein ganz 
neues Bild ergeben; nach einer Unterdriickung des Prozesses in den ersten 
24 Stunden blieb er in den nachfolgenden Tagen nicht konstant, sondern 
wuchs im Laufe der folgenden 48 Stunden an. Bei Zugabe von KNO 
fallt die Exosmose schroff ab. Obwohl die Exosmose in Anwesenheit von 
Huminséiure nach einem noch starken Fallen in den ersten 24 Stunden 
ununterbrochen anzuwachsen beginnt und am dritten Tage die Gr6éBe der 
Exosmose in Wasser allein iibersteigt, ist dennoch die Menge der im Laute 
der 3 Tage exosmierten Glucose auch in diesem Falle viel kleiner als im 
Falle von Wasser allein. 

Nachdem die Tatsache, daB die Anwesenheit von Huminsaure di 
Exosmose beschleunigt, einmal festgestellt war, versuchten wir, diesen 
Umstand auszunutzen, um stickstoffhaltige Stoffe in das Innere det 
assimilierenden Zellen der Pflanze einzufiihren und somit auf die Synthes: 
der EiweiBstoffe zu wirken. Wir haben uns hierfiir der von .Wothes von 
geschlagenen Methode (6) der Vakuuminfiltration bedient. 


Frisch abgepfliickte Blatter von Sonnenblume oder Zuckerriibe wurde 
gewogen, mit offenen Spalt6ffnungen (Wolisch-Probe mit Benzol) in Exsik 
katoren gelegt und mit der entsprechenden Lésung iibergossen. De 
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EinfluB der Huminsaéure auf die Assimilation der Pflanzen. 


Tabelle IV. Exosmose von Glucose in mg. 
Versuch vom 3. bis 6. Juni 1934. 





Erste 24 Std. Zweite 24 Std.) Dritte 24 Std . 
Medium | Summe 


mg 0'6 mg 0/5 mg 0» mg 


Wasser... Sink ee I 100 44,4 79 | 39.5 71 E 
Wasser + Haminsaure ... . | 528 | 100 | 75,6 | 143 | 88,6 | 168 | 21 
n20 KNO g-Loésung . . 35,9 100 131,75) 88 30,5 85 98,15 
n/20 KNOs- sui a Humin- 

aMre. . .. 23,6 100 40,35 175 444 188 108,35 


39,9 
0 


Exsikkator wurde dann mit einer Olpumpe evakuiert. Hiernach wurde 
langsam Luft eingelassen, welche die Lésung in die Interzellularraiume 
hineintrieb. Die Blatter wurden herausgenommen, mit Filtrierpapier ge- 
trocknet und gewogen. Der Unterschied im Vergleich zu der ersten Gewichts- 
zahl zeigt die Menge der Lésung an, welche in die Interzellulirraume ge 
drungen ist. Dann wurden die Blatter auf Filtrierpapier transpirieren ge 
lassen. Sobald das Gewicht der Blatter bis zu dem Werte gefallen war, den sie 
vor Versuchsanfang gezeigt haben, wurden sie fiir 24 Stunden in eine 
feuchte Kammer gebracht ; dann wurden sie getrocknet und auf den Gehalt 
an Gesamt- und EiweiBstickstoff analysiert. 

Der erste Versuch wurde am 9. Juli 1934 mit Sonnenblumenblattern 
durchgefiihrt. Es wurden zwei Portionen zu je 30,5 g (Frischgewicht) ver- 
wendet. Die eine davon wurde mit einer n/10 NH,NO,-L6sung infiltriert, 
die andere mit derselben Lésung unter Zugabe von 200 mg Huminsaure. 
Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs der beiden Portionen ergab bei den 
Blattern, die mit NH,NO, allein infiltriert waren, 236,6 mg und bei den 
Blattern, die mit NH,NO, + Huminséure behandelt waren, 257 mg; der 
Unterschied betrug also 20,4 mg. 

Hieraus kann man schlieBen, daB die Huminsaure in der Richtung 
wirkt, daB bereits beim Infiltrieren die Lésungskonzentration in den 
Interzellularraumen infolge der angewachsenen Durchlassigkeit des 
Protoplasmas schneller abnimmt als ohne Huminsaure; dies ruft aber 
Diffusion von Ammoniumnitrat aus der umgebenden Lésung hervor. 


Tabelle V. 





Stickstoff in ©), des EiweiB-N 
Trockengewichts in 9/, des 
Gesamt-N 


Infiltrierte Lisung 
Gesamt-N Eiweili-N 


n/10 NH,NOs-Lésung . ; ; 6.76 4.16 61,9 
n1l0 NH, NOs « sung + Huminsa dure. .. 6,92 4,08 59.0 


Unter den Versuchsbedingungen war demnach die unter dem 
EinfluB von Huminsaure beobachtete Stickstoffanhiufung im Blatte 
nicht mit einer EtweiBsynthese verbunden. 

Ahnliche Daten wurden bei einer Wiederholung des Versuchs am 
10. Juli erhalten, wobei je 29,5 g Sonnenblumenblatter verwendet wurden. 
Der Gesamtstickstoffgehalt in behandelten Blattern war: ohne Huminsaure 


D5 


231,8 mg, mit Huminséure 257,3 mg, d.h. 25,5 mg mehr. Die Analysen- 


ergebnisse zeigten ebenfalls ein ahnliches Bild. 
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Tabelle VI. 





Stickstoff in °/) des EiweiB-N 
Infiltrierte Lisung rrockengewichts in °/, des 
Gesamt-N 


Gesamt-N Eiweili-N 
n/l\Q0 NH,NO,-Loésung ........ 6,65 4,15 62.6 
n/1O NH,NO,-Losung + Huminsaure . . 7,35 4.06 56,1 


Bei den weiteren Versuchen wurden Kontrollversuche mit Wasser ausgeftiblrt 


Tabelle VII. Blattereinwagen von 39,2¢ Frischgewicht. 
Gewicht nach Infiltrieren 57,4 g. Zuwachs 18,2 g; mit der Lésung sind als 
51mg N eingefiihrt worden. Kontrolle (ohne Infiltration zu Beginn des 
Versuchs) 227mg Gesamt-N, Kontrolle nach 48stiindigem Stehen mii 
NH,NO,-Lé6sung 250mg Gesamt-N, infiltriert ohne Huminsiéiure 300 mg 

und infiltriert mit Huminséure 321,1 mg. 





Eiweifi-N in ° 


Anfang des Versuchs 14. VIII. 1934 Gesamt-N FiweiB-N dos tioeasit-0 


Kontrolle zu Anfang des Versuchs . 3.2: 2.82 86.8 

. am Knde , - ; 3,58 2,99 83.5 
n/l0 NH,NOs-Lésung ....... é 3.36 89.9 
n/10 NH,NO;-Losung + Huminsaure 6 3,35 72.8 


Die Zunahme des Gesamtstickstoffs betragt in Anwesenheit vor 
Huminsaure 21 mg mehr als ohne Huminséurezugabe. Das Anwachsen de: 
Menge des EiweiBstickstoffs bei Infiltration ist absolut ziemlich groB, doc! 
kommt es infolge des starken Anwachsens des Gesamtstickstoffs nicht z1 
einer relativen Steigerung des EiweiB-N. Huminsaure hat also keine: 
EinfluB auf die EiweiBsynthese. Dieselben Verhaltnisse ergeben sich au- 
den Versuchen vom 31. August und 11. September. 


Tabelle VIII. 
A. Einwagen 43,8 g: nach Infiltrieren 61,5 g. 45,5 mg Stickstoff eingeftihrt ; 
40 Stunden; elektrisches Licht. 





Eiweib-N 
in °/» des 
Trocken- 
gewichts 


Eiweifi-N 
in %/9 des 


Gesamt-N 


Gesamt-N 
30. VIII. 1934 


Kontrolle zu Anfang des Versuchs. . 22° 3,6 3,44 94.5 
x am Ende, rs hs 26% 15 3,60 86,5 

n/il10 NH,NOs-Losung ....... 5 4,54 3,80 

n/l0 NHyNO;- , + Huminsaure é 5,05 3,80 


B. Einwagen 61,1 g; nach Infiltrieren 88,3 g; Versuchsdauer 60 Stunden 
Huminsaure als Lésung gegeben, die durch Infundieren und Schiitteln vor 
200 mg in Wasser erhalten wurde. Infiltrierter Stickstoff 76,2 mg. 





EiweiB-N 
in %/9 des 
Trocken- 
gewichts 


Eiweif-N 
in ©), des 
Gesamt-N 


Gesamt-N 


Kontrolle zu Anfang des Versuchs. . 315 3,8 3,40 90,0 

. am Ende , s met 375 sf 3.36 74.66 
n/l0 NH,NOs-Losung ....... 56 5,! 3,74 68.0 
n/lONH,NO;- Fa et Si hia 56 5, 3.74 68.0 





tihrt 


Eimfluf8 der Huminsaure auf die Assimilation der Pflanzen LO3 


Der letzte Versuch zeigt anschaulich, daB der Stoff, welcher eine Ver 
w6Berung der Durchlissigkeit des plasmatischen Hautchens bedingt, aus 
der Huminséure in die Lésung nicht tibergeht. Dies haben wir noch in 
einem speziellen Versuch bestaétigt, in welchem wir auBerdem zwecks Ver 
starkung der synthetischen Aktivitat des Blattes, wie Mothes, Glucose ein 
fiihrten. Zu diesem Versuch dienten statt Sonnenblumenblatter Blatter 
der Zuckerriibe. Die Resultate waren im groBen und ganzen jenen, die bei 
Sonnenblumen erhalten wurden, identisch (Tabelle LX). 


Tabelle LX. 
Versuchsdauer 90 Stunden. Blattereinwage je 30,2 g, Gewicht nach dem 
Infiltrieren 38,7 g ohne Huminsaure und 39,07 g mit Huminsaure. Stick- 


stoff in der Menge von 25,38 mg infiltriert: mit Huminsaure 27.7 mg. 





Gesamt-N Eiweib-N EiweiB-N 
s 4 e “.s 
in %/, vom hg 


I ken- “ip N 
tresa - 
gewl h 


SO Es ea earn 161 49 3.80 
(nfiltriert mit Wasser. . .... 160 4,85 3.60 
n/l0 NH,NOs-Losung + Glucose 184 5,24 3,72 
n/lO NH,NOs- + 

nee oe 209 5.80 3,90 


Schlubfolgerungen. 

1. Huminsaure, zur Lésung beigefiigt, wirkt als Reizstoff ; sie erhéht 
die Durchlassigkeit der protoplasmatischen Hautchen sowohl bei Ver- 
suchen mit Glucose-Exosmose aus Zwiebelschalen von Allium Cepa, als 
auch beim Infiltrieren von Ammoniumnitrat in Sonnenblumen- und 
Zuckerriibenblatter. 

2. Obwohl die Huminsadure das Eindringen von Ammoniumnitrat 
in das Innere der Zelle férdert, hat sie, mindestens unter den Bedingungen 
der beschriebenen Versuche, keinen EinfluB auf den Verlauf des Prozesses 
der EiweiBsynthese. 
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Uber das Vorkommen der Adenin-Nucleotide in den Geweben. 
Il. Mitteilung: 
Herzmuskulatur. 
Von 
K. Lohmann und Ph. Schuster. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi 
nische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 14. September 1935.) 


Es war gefunden!, daB im quergestreiften Skelettmuskel und in der 
Muskulatur der Wirbellosen das saurelésliche Adenin-Nucleotid als 
Adenylpyrophosphorsaure vorliegt und da Muskeladenylsdure als 
solche nicht nachgewiesen werden kann, wenigstens nicht in Mengen, 
die innerhalb der Versuchsgenauigkeit 2°, der gesamten Adenin- 
Nucleotide tiberschreiten. 

Die Untersuchung wurde jetzt auf den Herzmuskel ausgedehnt. Bei 
einer unspezifischen qualitativen Priifung war schon friiher ? festgestellt, 
daB in der Herzmuskulatur von Fréschen und Kaninchen die charakte- 
ristische, leicht hydrolysierbare P-Fraktion vorkommt, die auf das 
Vorliegen der ,,Pyrophosphatfraktion’ hinweist. Isolierungsversuche 
ergaben iiberraschenderweise, worauf bisher nur ganz kurz hingewiesen 
wurde®, daB diese Verbindung nicht die Zusammensetzung der Adenyl- 
pyrophosphorsaure aus Skelettmuskulatur hatte. Wahrend in der Adenyl- 
pyrophosphorsaure das Verhaltnis von leicht hydrolysierbarem P (Ab- 
spaltung in 7 Minuten bei der Hydrolyse in n HCl im siedenden 
Wasserbad) zum schwerer hydrolysierbaren genau 2: 1 bzw. das Ver- 
haltnis vom Gesamt-N : Gesamt-P 5:3 ist, waren diese Verhaltnisse in 
der Herzverbindung 1:1 bzw. 5:2. Eine ausfihrliche Mitteilung 
unterblieb, da die Ausbeute aus Rinderherzen nur sehr schlecht war. 

Von Embden* wurde spiter aus Pferdeherzen eine Substanz mit 
einem N: P-Verhaltnis von 10:5 erhalten, wo also ein Komplex von 
zwei Adenosinmolekiilen mit fiinf P-Molekiilen vorhanden sein sollte. 
Dieselbe Verbindung wurde auch von Beattie, Milroy und Strain® 
erhalten, und ebenso von Ostern®, der sie als eine Di-adenosin-penta- 
phosphorsaéure ansprach. Barrenscheen’ fand ein N : P-Verhaltnis von 

' 1. Mitteilung: A. Lohmann u. Ph. Schuster, diese Zeitschr. 272, 24, 
1934. °K. Lohmann, ebenda 208, 164, 1928. 3 Derselbe, Naturwiss. 19, 
180, 1931. 4). Embden, zit. nach H. J. Deuticke, Arch. f. d. ges. Physiol. 
230, 537, 1932. — 5 F. Beattie, Th. H. Milroyu. R. W. M. Strain, Biochem. 
J. 28, 84, 1934. — ® P.Ostern. diese Zeitschr. 270, 1, 1934. — 7 H. K. 
Barrenscheen, Handb. d. Biochem., Erganz.-W., 2, 238, 1934. 
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Vorkommen der Adenin-Nucleotide in den Geweben. LI. LOS 


10:4 bis 10:3. Auch Ferdmann! folgert aus seinen (indirekten) Ver- 
suchen auf das Vorliegen eines Adenin-di-nucleotids. 

Die Nachuntersuchung ergab nun, dap im Skelettmuskel und im Herz- 
muskel dieselbe Adenylpyrophosphorsdure vorliegt. Alle bisherigen 
Isolierungsversuche aus Herzmuskulatur leiden namlich an dem Mangel, 
daB als Ausgangsmaterial die Herzen von Rindern oder Pferden ge- 
nommen wurden. Diese Schlachttiere werden bei der Schlachtung lege 
artis nach dem Enthduten eréffnet. Das Herz kann also erst friihestens 
30 bis 60 Minuten nach dem Tode des Tieres fiir die Untersuchung ent- 
nommen werden. In dieser Zeit zerfallt aber die enzymatisch sehr 
reaktionsfahige Adenylpyrophosphorsdure weitgehend, wodurch die 
Ausbeute auch an den verdanderten Adenin-Nucleotiden bisher un- 
genigend war. 

Fir die Isolierung des saureléslichen Herznucleotids kamen Labo- 
ratoriumstiere wegen des iibermaBigen Aufwandes fiir uns nicht in 
Frage. Von Schlachthaustieren sind allein Kalber geeignet, da diese 
beim handwerksgerechten Schlachten vor dem Enthduten ausgenommen 
werden kénnen. So war es méglich, daB bei besonders schnellem Arbeiten 
der Schlachter von dem Augenblick der Betéubung des Tieres durch 
KopfschuB bis zum Einpacken des Herzens in zerstoBenes Eis nur 
4 bis 6 Minuten vergingen. Die Verwendung von Kalberherzen gegen- 
iiber Rinder- und Pferdeherzen hat tiberdies den Vorteil, daB die kleineren 
Kalberherzen (Gewicht 0,4 kg gegeniiber 2 kg bei Rindern und Pferden) 
sehr viel schneller abgekiihlt werden kénnen. 

Die Aufarbeitung erfolgte in der iiblichen Weise (vgl. experi- 
mentellen Teil). Die unter guter Kiihlung zerkleinerten Herzen wurden 
mit Trichloressigsaure extrahiert, die siureléslichen Nucleotide aus dem 
Extrakt bei neutraler Reaktion als Ba-Salze gefallt, der Ba-Niederschlag 
nach Lésen in verdiinnter HN O, mit Hg (N O,), gefallt und diese Fallung 
nach dem Zersetzen mit H,S als Ba-Salz fraktioniert. Die Ausbeute an 
reiner Adenylpyrophosphorséure betragt 60 bis 70° des urspriinglich 
im trichloressigsauren Extrakt vorhandenen leicht hydrolysierbaren 
Phosphats, dessen Menge pro g Kalbsherz 0,3 bis 0,35 mg P,O, ist. Diese 
Ausbeute ist etwa das Fiinf- bis Zehnfache wie in den zitierten Unter- 
suchungen, soweit Angaben gemacht sind. Aus den Nebenfraktionen 
wurde neben Adenylsaure auch eine gréBere Menge Adenosindiphosphor- 
saiure isoliert. Das Ba-Salz der Adenosindiphosphorsaure ist etwas 
leichter léslich als das der Adenylpyrophosphorsaure und etwas schwerer 


als das der Adenylsiure. Kine Trennung ist nur bei sorgfaltiger Frak- 


tionierung méglich, da sich die einzelnen Salze in ihrer Léslichkeit bzw. 
Ausfallbarkeit gegenseitig beeinflussen. Wahrscheinlich hat in den 


1 D. Ferdmann u. W. Galperin, diese Zeitschr. 277, 191, 1935. 
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Fallen, wo eine Di-adenosin-pentaphosphorsaure isoliert wurde, in 
wesentlichen ei Gemisch von Adenylpyrophosphorsaure und Adenosin 
diphosphorsaure vorgelegen. 

Wird das Herz dem Tier erst 45 Minuten nach dem Tode entnomme: 
oder wird das sofort entnommene Herz vor der Aufarbeitung 45 Minuten in 
Brutschrank bei 37° gehalten, so fallt die Ausbeute an leicht hydrolysier- 
barem Phosphat auf etwa ein Zehntel ab und es war nicht mehr méglich, 
Adenylpyrophosphorséure zu isolieren. 

Aber jede Aufarbeitung von Kalberherzen dauert noch zu lang: 
um auf Grund der hierbei erhaltenen Ergebnisse eine Aussage iiber di: 
Art und Menge der vorgebildeten Adenin-Nucleotide zu gestatten. In den 
Trichloressigsaureausziigen von mdoglichst schnell verarbeiteten Kalbs 
herzen findet sich z. B. nur noch !/, bis '/,, derjenigen Menge Kreatin 
phosphorsaure, die in den wesentlich schneller und schonender zu ent- 
nehmenden Herzen von Fréschen und Kaninchen gefunden wird (etwa 
0,15 mg P,O,; pro g) und die wahrscheinlich auch in den Kalbsherzen 
selbst vorkommt. AuBerdem enthalten die Kalbsherzenausziige imme 
eine erhebliche Menge Muskeladenylsaure, die beider Dephosphorylierung 
der Adenylpyrophosphorsaure entsteht und die im Herzmuskel, der im 
Gegensatz zum Skelettmuskel nur wenig Adenylséure-Desaminase 
enthalt, nur sehr langsam zu Inosinséure desaminiert wird. Versuche 
an sehr schonend und vorsichtig entnommenen Herzen von auf 8° ab 
gekiihlten Fréschen ergaben nun mit der friiher geschilderten Methodik '. 
daB in Serien von je 10 bis 20 Froschherzen, die fiir einen Versuchs 
ansatz notwendig sind, zumeist (aber nicht immer!) freie Muskeladeny!- 
siure nicht nachgewiesen werden konnte. In den Extrakten von einzelnen 
Kaninchenherzen war dagegen bisher immer Muskeladenylsaure nach- 
weisbar. Allerdings dauerte es bisher immer noch 25 Sekunden von dem 
Augenblick der T6tung oder Betaubung des Tieres bis zum Versenken des 
herauspraparierten Herzens in fliissige Luft. Fiir die Entscheidung der 
Frage, ob im normalen Kaninchenherzen stets freie Muskeladenylsaur« 
vorkommt, mu also noch das Ergebnis schonenderer Praparations- 
methoden abgewartet werden. Dasselbe gilt auch fiir das Vorkommen von 


Adenosindiphosphorsaure, dem partiellen Dephosphorylierungsprodukt 
der Adenylpyrophosphorsaure. Die vorliegenden Versuche an Frosch- 
Kaninchen- und auch Kdilberherzen zeigen jedoch eindeutig, dag der gan: 
liberwiegende Teil der Adenin-Nucleotide als Adenylpyrophosphorsaur 


vorliegt. 
Experimenteller Teil. 


Tsolierung der Adenylpyrophosphorsdure und Adenosindiphosphorsdure aus 
Kadlherherzen. 


Das Kalbsherz sofort nach Entnahme in zerstoBenes Eis packen 
(die Zeit vom Augenblick der Betaéubung an soll nicht mehr als 6 Minuten 


1K. Lohmann u. Ph. Schuster, diese Zeitschr. 272, 24, 1934. 
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dauern), 12 bis 15 Minuten spater nach oberflichlichem Putzen durch 
eine mit Kaltemischung gekiihlte Fleisechmaschine drehen, sofort mit 
etwa derselben Gewichtsmenge eiskalter 10° ,iger Trichloressigsaure 
extrahieren, den Riickstand maschinell abpressen und nochmals mit 
demselben Volumen 4°iger Trichloressigsiure extrahieren. Beide 
Losungen iiber Kieselgur absaugen, mit konzentrierter NaOH. bis etwa 
pu 8 neutralisieren und mit festem Ba-Acetat (pro kg Herz etwa 25 g) 
versetzen und auberdem zur vollstandigen Fallung mit 10°, Alkohol. 
Den Ba-Niederschlag (eventuell von mehreren nacheinander verarbeiteten 


Herzen vereinigt), der etwa 8) bis 90% des anorganischen und des 
leicht hydrolysierbaren P, d.h. des in 7 Minuten in n HCI bei 100° 
aufspaltbaren P,O,, enthalt, abzentrifugieren und in der eben aus- 


reichenden Menge verdiinnter HNO, lésen (das Volumen der schwach 
kongosauren Lésung pro kg Herz soll etwa 150 cem sein). Lésung mit 
salpetersaurer Hg (N O,).-Lésung fallen (wobei das anorganische Phosphat 
und ein groBer Teil des schwer hydrolysierbaren in Lésung bleibt), 
Niederschlag mit H,S zersetzen (die Fallung mit Hg (N O,), ist zu wieder- 
holen, falls das anorganische Phosphat noch nicht ganz entfernt ist; 
bei richtiger Ausfiihrung! betragt der Verlust an leicht hydrolysierbarem 
Phosphat hierbei nur wenige Prozent) und dann die durchliftete Lésung 
mit Baryt neutralisieren und sorgfaltig als Ba-Salz fraktionieren. Hierbei 
werden zwei Fraktionen erhalten: der schwerer lésliche Anteil nahert 
sich dem Verhaltnis von leicht hydrolysierbarem zu schwer hydro- 
lvsierbarem P von 2: 1 (Adenylpyrophosphorsaure), der leichter lésliche 
Anteil einem Verhaltnis von 1: 1 (Adenosindiphosphorsaure). Aus det 
wasserigen Lésung wurde ferner mit Alkohol ein Niederschlag von 
adenylsaurem Ba gefallt, aus dem nach weiterer Reinigung und durch 
Zersetzen mit H,SO, die kristallinische freie Muskeladenylsaure er- 
halten wurde. 

In einem Versuchsansatz mit 2.9 kg Herzmuskulatur wurden nach 
der ersten Fraktionierung 4,4 ¢ Ba-Salz mit einem P-Verhaltnis von 
1.81] erhalten und 1,.9g mit einem Verhaltnis von 1.21. 

Die iiber Kieselgur abgesaugte klare trichloressigsaure Loésung ist 
gelb gefarbt und fluoresziert. Die Farbung riihrt her von Flavinen und 
einem zweiten nicht fluoreszierenden gelben Farbstoff. Die Entfarbung 
gelingt in den Lésungen (zweckmabig nach der ersten Hg-Fallung) mit 
Frankonit ..KL‘* und Tierkohle nebst Absaugen tiber Kieselgur. Das 
aus dem Herzmuskel und aus den Reagenzien stammende Eisen? wird 
bei lackmusalkalischer Reaktion in konzentrierter Lésung? als Fes 


! Vel. K. Lohmann, diese Zeitschr. 233, 460, 1931: 254. 395, 1932. 
2 O. Me ye rhof u. K. Lohmann, ebenda 203. 208, 1928. K. Lohmann, 
ebenda 233, 465, 1931. 
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entfernt. Die Entfernung dieser Verunreinigungen (die die in Frag: 


stehenden biologischen Reaktionen der Adenylpyrophosphorsaure nicht 
beeinflussen) ist mit einem erheblichen Verlust (etwa !/,) verbunden. 


Analyse der Adenylpyrophosphorsaure. 
Ba-Salz C,)H,.0,,N;P; Ba, .4 H,O*. Mol.-Gew. 850,1. 
CH-Bestimmung: 4,411 mg Substanz: 1,08 mg H,O und 2,29 mg CO, 
4,619 mg Substanz: 1,12 mg H,O und 2,39 mg CO,. 


N-Bestimmung (Kjeldahl): zwei Lésungen mit je 
0,83; 0,83 mg N. 


10,09 mg Substanz 


1,48; 1,48 cem n/25 HCl 
Amino-N-Bestimmung (manometrisch nach van Slyke) 
Lésung mit 4.55 mg Substanz: 0,0845 mg 


Lésung mit 


9,09 mg Substanz: 0,183 mg N; 
Amino-N. 

P-Bestimmung (kolorimetrisch): 24,70; 24,70°, P,O;. Verhaltnis 
leicht hydrolysierbares : schwer hydrolysierbares 
ter.: C 14,12%, Amino-N 1,65 °,. 
Gef.: C 14,10%, H 2,75%, ! ,22%, Amino-N 1,67 %, 

14,11 %, : 22 1,54 %. 
Ber.: P,O,; 25,02 %. 
Gef.: P,O, 24,70, 24,70%. 


2.00. 


Analyse der Adenosindiphosphorsaure. 
Ba-Salz C,)>H,,0,)N;P, Ba;, .5H,O*. Mol.-Gew. 720.4. 
CH-Bestimmung: 5,280 mg Substanz: 1,42 mg H,O und 3,15 mg CO,; 
4,555 mg Substanz: 1,22 mg H,O und 2,78 mg CQ,. 
N-Bestimmung (Kjeldahl): zwei Lésungen mit je 
0,918; 0,918 mg N. 


9,70 mg Substanz 


1,64; 1,64 cem n/25 HCl 
Amino-N-Bestimmung (manometrisch nach van Slyke): eine 


mit 9,70 mg Substanz: 0,175 mg Amino-N. 
Ba-Bestimmung: 11,60 mg Substanz: 5,83 mg BaSO, 3,42 mg Ba. 


P-Bestimmung (kolorimetrisch): 19,95; 19,95°, P,O;. | Verhaltnis 
leicht hydrolysierbares : sechwer hydrolysierbares P 1,05. 
C 16,66%, H 3,08%, N 9,72%, Amino-N 1,94 %. 
3,01%, N 9,50°%, Amino-N 1,80 °%. 


950° 


Lésung 


Ber. : 
Gef.: C 16,43%, H 

16,66 ©,. 3,00 %,, 
Ber.: Ba 28,60%, P,O, 19,70%. 
Gef.: Ba 29,42%, P.O, 19,95 %. 


Zusammenfassung. 

In méglichst frisch entnommenen Kalberherzen liegt der grébte 
Teil der Adenin-Nucleotide als Adenylpyrophosphorsaure vor. Unter 
den Aufarbeitungsbedingungen wurde auBerdem ein kleinerer Teil als 
Adenosindiphosphorsaure und als Adenylsaure isoliert. 


* Der Wassergehalt der Praparate hangt von der Art des Trocknens ab. 





Uber die Aufspaltung der Adenylpyrophosphorsiure und 
Argininphosphorsiure in Krebsmuskulatur. 
Von 
K. Lohmann. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 14. September 1935.) 


Ein frisch hergestellter Froschmuskelextrakt vermag Kreatin- 
phosphorsaure aufzuspalten, aber nicht mehr, wenn er durch zwei- bis 
dreistiindiges Stehen bei Zimmertemperatur inaktiviert oder bei 0° 
dialysiert ist. Dieses Unwirksamwerden beruht auf der Zerstérung eines 
Co-Ferments, da Kochextrakte aus frischer Muskulatur das Vermégen 
des inaktivierten oder dialysierten Extrakts zur Aufspaltung von 
Kreatinphosphorsaure vollstandig wiederherzustellen vermégen. Als 
dieses Co-Ferment erwiesen sich! Adenylpyrophosphorsaéure oder 


Adenylsiure und es konnte gezeigt werden, daB die Aufspaltung der 


Kreatinphosphorsaure in Skelettmuskulatur nach den Gleichungen 
erfolgt: 
Adenylpyrophosphorséure — Adenylsaure + 2 Phosphorsaure, (1) 
Adenylsiure + 2 Kreatinphosphorsaure 
- Adenylpyrophosphorsaure + 2 Kreatin, — (2) 
2 Kreatinphosphorsaure 2 Kreatin + 2 Phosphorsaure. (3) 
Die Untersuchung wurde jetzt auf Krebsmuskulatur ausgedehnt. 
Da Krebsmuskulatur nach Meyerhof und Lohmann? Argininphosphor- 
siure enthalt, war diese Guanidinophosphorsaure als Substrat zu ver- 
wenden. Wie erwartet, vermag ein frisch hergestellter Krebsmuskel- 
extrakt die zugesetzte Argininphosphorsdure glatt aufzuspalten, aber 
nicht mehr nach der Dialyse des Extraktes bei 0°; die Reaktivierung 
erfolgt leicht und vollstandig durch gleichzeitigen Zusatz von Adenyl- 
pyrophosphorsaure, wobei die Adenylpyrophosphorsaure-Praparate aus 
Skelett-, Herz- oder Krebsmuskulatur véllig gleich wirken. In dieser 
Beziehung verliuft die Aufspaltung der Argininphosphorsaure also in 
derselben Weise wie die der Kreatinphosphorséure. Es iiberraschte 
jedoch, daB im Gegensatz zu Skelettmuskelextrakten ein Zusatz von 
Adenylsiure unwirksam war: Es wurde weder die Argininphosphor- 
siure aufgespalten, noch wurde die Adenylsaiure phosphoryliert, wie es 


' K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 278, 1934. 2 O. Meyerhof u. 
K. Lohmann, ebenda 196, 22, 49, 1928. 
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bei Skelettmuskelextrakten der Fall ist. Nur in wenigen Fallen erfolgt 
mit Adenylsaure in dialysierten Extrakten eine sehr langsame Aut 
spaltung der zugesetzten Argininphosphorsaure. 

Die Untersuchung der Kinetik der Adenylpyrophosphatspaltung in 
dialysierten Krebsmuskelextrakten gab die Aufklarung fiir diese: 
scheinbar abweichende Verhalten. Ks zeigte sich namlich, daB in 
dialysierten Krebsmuskelextrakt aus der zugesetzten Adenylpyro 
phosphorsdure nur ein Molekiil Phosphorsiure abgespalten wird und 
nicht zwei wie in Skelettmuskelextrakten. Bei der Isolierung diese: 
Substanz wurde Adenosindiphosphorsadure erhalten. Diese Adenosin 
diphosphorsiure vermag nun ebenso wie Adenylpyrophosphorsiure 
(Adenosintriphosphorsdure) als Co-Ferment der Argininphosphorsaure 
spaltung zu wirken, wobei sie zu Adenylpyrophosphorsaure phospho 
ryliert wird. In dialysierten Krebsmuskelextrakten erfolgt die weitere 
Dephosphorylierung der Adenosindiphosphorsdure zu Adenylsaure erst 
nach Zusatz eines Mg-Salzes. Die Rephosphorylierung der Adenylsaure 
in Gegenwart von Argininphosphorséure ist aber auch in Gegenwart 
eines Mg-Salzes nicht méglich. 

Die Reaktionsgleichungen fiir die Aufspaltung der Argininphosphor- 
siure im Krebsmuskel lauten daher: 

Adenylpyrophosphorsaure 
Adenosindiphosphorsaure + Phosphorsaure, (4) 
Adenosindiphosphorsaure + Argininphosphorsaure 
- Adenylpyrophosphorsaure + Arginin, (5) 
Argininphosphorséure = Arginin + Phosphorsaure. (6) 

Die Aufspaltung der Argininphosphorsdure in der Muskulatur det 
Wirbellosen verlauft also grundsatzlich in derselben Weise wie die Auf- 
spaltung der Kreatinphosphorsdure in Skelett- und Herzmuskulatur. 
Schon friiher! war kurz die Méglichkeit erértert, daB auch in Skelett- 
muskelextrakten die Adenylpyrophosphorsdéure nicht in Adenylsaure 

2 Molekiile Phosphorsaure zerfalle, sondern daB unter Abspaltung 
von nur | Molekiil Phosphorsaure eine Adenosindiphosphorsaure gebildet 
werde, die dann mit nur 1 Molekiil Kreatinphosphorsaure unter Riick- 
bildung der Adenylpyrophosphorsaure reagiere. Eine experimentelle 
Entscheidung lieB sich seinerzeit nicht treffen. Fiir die Erérterung dieser 
Moglichkeit waren zwei Punkte maBgeblich gewesen: 

a) Fiir das Zustandekommen der auf 8. 109 angegebenen Re- 
aktion (2) sind neben dem spezifischen Ferment drei reagierende Mole- 
kiile erforderlich. Wenn wir auch iiber die Haftfestigkeit der einzelnen 
Reaktionsteilnehmer (die noch nicht reagieren) an dem Ferment nichts 


' K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 277, 1934. 
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wissen, so kann diese Haftfestigkeit doch nicht so groB sein, dab die 
Wahrscheinlichkeit des Zustandekommens einer Reaktion eine sehr 
groBe ist. Sie ist sicher geringer als die Wahrscheinlichkeit, wenn nur 
? Reaktionsteilnehmer zu reagieren brauchen. Da die Reaktion (2) 
eine sehr schnelle ist, war eben daran zu denken, dab der Umsatz der 
Adenylsiure mit Kreatinphosphorsiure zu Adenylpyrophosphorsaure 
nicht auf einmal erfolge, sondern in zwei Stufen, sodaB zuerst Adenosin- 
diphosphorsdure entsteht, die dann schon mit nur einem Molekiil 
Kreatinphosphorséure zu Adenylpyrophosphorsaéure verestert wird. 
b) Es ist schon darauf hingewiesen worden'!, daB die Aufspaltung 
der Adenylpyrophosphorsaure in Skelettmuskelextrakten Besonder- 
heiten besitzt. Es hatte sich namlich gezeigt, daB in verschiedenen 
Extrakten scheinbar gleicher Herstellung die Adenylpyrophosphorsaure 
oft in sehr verschiedener Weise aufgespalten wird. Ausgehend von dem 
neuen bei Krebsmuskulatur gewonnenen Gesichtspunkt ergaben weitere 
Versuche, daB auch in Skelettmuskulatur die Dephosphorylierung der 
Adenylpyrophosphorsaure durch zwei verschiedene Fermente in 
zwei Stufen erfolgt: Auf der ersten wird 1 Molekiil Phosphorsaure unter 
Bildung von Adenosindiphosphorsaure abgespalten und auf der zweiten 
(die durch Mg-Salze aktiviert wird) aus der Adenosindiphosphorsaure 
unter Bildung von Adenylsdure das zweite Molekiil Phosphorsaiure. Das 
adenosindiphosphorsaéure-dephosphorylierende Ferment ist nun immer 
in geringerer Menge in den Extrakten vorhanden als die Phosphatase 
der ersten Stufe. Die Mengen an den beiden Fermenten schwanken 
aber stark und damit auch das (scheinbare) Verhalten der Extrakte 
gegentiber ,,Schadigungen‘‘ durch Inaktivierung bei héherer Tempe- 
ratur oder lang ausgedehnter Dialyse. Ist so die Existenz von zwei 
Phosphatasen fiir die Dephosphorylierung der Adenylpyrophosphor- 
siure nachgewiesen, so besteht auch guter Grund fiir die Annahme, das 
die Rephosphorylierung der Adenylsaure ebenfalls in zwei Stufen erfolgt, 
da auch in Skelettmuskelextrakten die Adenosindiphosphorsaure durch 
Kreatinphosphorsaure rasch und vollstandig zu Adenylpyrophosphat 
verestert werden kann. Diese stufenweise enzymatische Dephospho- 


rylierung der Adenylpyrophosphorsaure erklart auch, warum in Mus- 


kulatur keine anorganische Pyrophosphorsiure vorkommt. Entgegen- 
stehende Befunde von Ferdmann? konnten schon friiher® nicht bestitigt 
werden. Auch in ermiideter Muskulatur haben wir bei der Nachpriifung 
der neueren Angaben Ferdmanns* keine anorganische Pyrophosphor- 
siure feststellen kénnen. 


' K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 268, 1934. - 2 P. Ferdmann, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 205, 1933. — °K. Lohmann u. Ph. Schuster, 
diese Zeitschr. 272, 31, 1934. 4D. Ferdmann u. O. Feinschmidt, ebenda 
277, 203, 1935. 
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Die Aufspaltung der Kreatinphosphorsaure in Skelettmuskulatu 
(ebenso in Herz- und glatter Wirbeltiermuskulatur sowie in den meister 
anderen Wirbeltierorganen) kann also sowohl von der Adenosindi 
phosphorsaure wie auch von der Adenylsaure ausgehen. Das auf S. 10% 
gegebene Schema ist danach in die folgenden Reaktionsméglichkeiten 
aufzulésen, deren Summation die oben angegebene Gleichung (3) ergibt: 
1 Adenyl pyrophosphorsaure 

1 Adenosindiphosphorsaure + 1 Phosphorséure, — (7 
1 Adenosindiphosphorsaure + 1 Kreatinphosphorsaure 
1 Adenylpyrophosphorséure + 1 Kreatin, 
1 Adenosindiphosphorsaure = 1 Adenylsdure + 1 Phosphorsaure, 
1 Adenylsaure + 1 Kreatinphosphorsaure 
1 Adenosindiphosphorséure + 1 Kreatin. — (10) 

In welchem Mae die einzelnen Reaktionen an der Aufspaltung 
der Kreatinphosphorsaure beteiligt sind, l4Bt sich natiirlich nicht ent- 
scheiden. Es kann nur allgemein gesagt werden, daB die Reaktionen (7) 
und (8) wohl vorherrschend sein werden. 

Von der Wirbeltiermuskulatur unterscheidet sich die Krebsmusku- 
latur, abgesehen von den verschiedenen Guanidinophosphorsauren 
also darin, da die letztere weniger faihig ist, Adenylsdure anaerob 
durch Umsatz mit der Guanidinophosphorsaure zu rephosphorylieren 
Dies Verhalten scheint jedoch nach den bisherigen Versuchen kein 
grundsatzlicher Unterschied zwischen Wirbellosen- und Wirbeltier 
muskulatur zu sein, sondern nur ein gradueller Unterschied, indem det 
Gehalt an den beiden Fermenten ein sehr verschiedener ist, wobei das 


adenylsaure-rephosphorylierende Ferment im Krebs entweder ganz 


fehlt oder nur in sehr geringer, zumeist nicht nachweisbarer Menge 
vorkommt. In Extrakten von Maikafermuskulatur ist der Unterschied 
aber z. B. nicht ganz so groB, da hier Adenylsaure noch deutlich 
wirksam ist. Allerdings war bei den Maikafern der gesamte Meta- 
thorax verwendet, so daB auBer der Muskulatur auch noch ander 
Organe extrahiert worden sind. 

Das Verhalten der Krebsmuskulatur bietet hiernach die Méglichkeit. 
aus der Adenylpyrophosphorséure ein Molekiil Phosphorsaéure ab 
zuspalten und so in recht einfacher Weise zur Adenosindiphosphorsaure 
zu gelangen. 

Von theoretischer Bedeutung ist ferner, da8 Krebsmuskulatur keine 
Muskeladenylsiure-Desaminase besitzt. In (Mg-haltigem) Krebs 
muskelbrei wird die vorgebildete Adenylpyrophosphorséure bis zu 
Adenylsaure dephosphoryliert, die dann hier als solche liegen bleibt, in 
Wirbeltiermuskulatur aber mit groBer Geschwindigkeit zur Inosinsaure 
desaminiert wird. 
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Fir diesen auffalligen Unterschied laBt sich vielleicht teleologisch als 
Grund anfiihren, da®B der tatige Muskel gegen den vollstandigen Zerfall det 
Guanidinophosphorsaéure geschiitzt werden mu. Im Wirbeltiermuskel 
geschieht dies durch Desaminierung der Adenylsiure, im Krebsmuskel 
durch die Dephosphorylierung der Adenosindiphosphorséure. In beiden 
Fallen entsteht eine Verbindung, die mit der betreffenden Guanidino- 
phosphorséure anaerob nur langsam zu reagieren und auch nicht mehr als 
Co-Ferment des Milchséure bildenden Fermentsystems zu wirken vermag. 

Das Fehlen der Muskeladenylsiure-Desaminase erlaubt eine weitere 
Feststellung. Nach Embden' soll die NH,-Bildung aus Adenylsaure in 
besonders nahem Zusammenhang mit der Muskelkontraktion stehen und 
in ihr vielleicht sogar die unmittelbare Ursache der Kontraktion zu 
erblicken sein. Dieser Anschauung wird bekanntlich von Parnas? auf das 
entschiedenste widersprochen. Da nun Krebsmuskulatur keine Adenyl- 
siure-Desaminase enthilt, kann eine NH,-Bildung aus Muskeladenin- 
Nucleotiden fiir die Kontraktion des Krebsmuskels auch keine Rolle 
spielen. Da es wenig wahrscheinlich ist, da der Chemismus der Muskel- 
kontraktion in Krebs- und Wirbeltiermuskulatur ein so grundsitzlich 
verschiedener ist, spricht dieser Befund zusammen mit den anderen 
Kinwainden gegen eine ursiichliche Bedeutung der NH,-Abspaltung aus 
Adenylsaure fiir die Muskelkontraktion auch im Skelettmuskel. 

Wieweit die Muskeladenylsaure-Desaminase im Bereich der Wirbel- 
losen fehlt, miissen erst weitere vergleichende Untersuchungen zeigen. 
Es ist zu erwarten, daB auch hier wie im Wirbeltier graduelle Unter- 
schiede bestehen. Denn wahrend die Skelettmuskulatur die Muskel- 
adenylsiure-Desaminase in groben Mengen enthalt, so daB z. B. bei der 
Aufspaltung der Adenylpyrophosphorsiure (wenn keine anderen Re- 
aktionen die Resynthese der Adenylpyrophosphorséure bewirken wie 
Kreatinphosphorsaurespaltung und Glykolyse) im allgemeinen gleich- 
zeitig mit der Dephosphorylierung eine Desaminierung erfolgt, wird in 
Herz- und glatter Muskulatur Adenylsaure angereichert. Ks ist also bei 
diesen weniger tatigen Organen nicht nur eine absolute Fermentarmut an 
Muskeladenylsaéure-Desaminase vorhanden, sondern auch eine relative 
gegeniiber einem bei der Muskelkontraktion friiher ablaufenden 
Fermentvorgang und zwar der Aufspaltung von Adenylpyrophosphor- 
saure. 

Experimenteller Teil. 

A. Aufspaltung der Adenylpyrophosphorsdure durch Krebsmuskulatur. 
Versuch 1 (26. November 1934). Dephosphorylierung von Adeny| 
pyrophosphorsaure in dialysiertem Krebsmuskelextrakt. 

10g Krebsmuskulatur (Scheren und Schwanz) unter Gefrierenlassen 
mit 60 cem 0,9°, KCl mit der Schere fein zerschnitten, stark zerdriickt und 
' G. Embden, Klin. Wochenschr. 9, 1337, 1930. 2 J. K. Parnas, 
W. Lewinski, J. Jaworska u. B. Umschweif, diese Zeitschr. 228, 366, 1930. 
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dann zentrifugiert. Erhalten 58 cem Extrakt von dicker, gelatinéser By 
schaffenheit. Extrakt 14 Stunden bei 0° gegen 0,5°, KCI dialysiert, dan 
noch 3 Tage in Eis aufbewahrt. Pro Versuchsansatz 1,0cem Extrakt 
gemisch (Extrakt mit ein Sechstel des Volumens an m/10 Phosphat, py 7.4 
und 1,0cem Zusitze mit 0,99 mg Ap (= leicht hydrolysierbares P,O, ci 


Adenylpyrophosphorsaiure). Temperatur 20°.  EnteiweiBt mit 5,0 ce 


4° iger Trichloressigsaure. 





mg P.O; pro Ansatz gefunden 


Incubationszeit : 
7-Min - gefunden gespalter 
anorganisch Hydrolyse 
Min. , » mg 0 


0 0.85 1,84 0,99 — 
5 1,24 1,84 0,66 39 


45 1,31 1,85 0,54 46 
90 1,31 1,85 0,54 46 


Ergebnis von Versuch 1. In dialysiertem Krebsmuskelextrakt wird 
etwa die Halfte des leicht hydrolysierbaren Phosphats der Adeny!| 
pyrophosphorsaure abgespalten. Dann bleibt die Reaktion stehen 
Versuch 2 (1. Dezember 1934), Dephosphorylierung von Adeny!| 
pyrophosphorsaure mit und ohne Zusatz von Mg-Salzen. 
Extrakt a) iiber Nacht bei 0° inaktiviert, Extrakt b) 14 Stunde: 


dialysiert. Temperatur 20°, Inkubationszeit 40 Minuten. 





Vio Adenylpy To- 
phosphorsaure, 


Versuchsansitze 
gespalten 


1 Iixtrakt a + Adenylpyrophosphorsaure . ' 72 
2 bh + Adenylpyrophosphorsaure . . . 41 
3 - b + Kochsaft . Ale ot Sa 70 
4 e b+0,.mg Mg 88 
5 b+ 0,2 mg Mg 93 


Ergebnis von Versuch 2: Sowohl in inaktiviertem, also noch Mg 
haltigem Extrakt wie auch in dialysiertem Extrakt nach Zusatz eines 
Mg-Salzes wird auch die zweite Phosphorsduregruppe der Adeny| 
pyrophosphorsaure aufgespalten. Kochsaft von frischer Krebsmuskulatu: 
ist weniger wirksam als héhere Konzentrationen von reinen Mg-Salzen 


Versuch 3 (9. Januar 1935). [solierung von Adenosindiphospho1 
saure. 


Das geeignetste Fermentsubstrat fiir die fraktionierte P-Abspaltung 


der Adenylpyrophosphorsaure ist der gewaschene Krebsmuskelriickstand 
Ein solcher Riickstand spaltet die Adenosindiphosphorsaure auch nach 
Mg-Aktivierung zumeist nur sehr schlecht auf. Die Adenosindiphosphat- 
Phosphatase ist also leichter auswaschbar als die Phosphatase de1 


ersten Stufe. 
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Fir die Isolierung der Adenosindiphosphorsaure wurden 29 ¢ 
Krebsmuskulatur (Scheren und Schwinze) eiskalt mit der Schere fein 
zerschnitten, viermal je 15 Minuten mit 300 cem 0,45 °,iger eiskalter 
KCl-Lésung gewaschen und der Muskelriickstand jedesmal auf der 
Zentrifuge abgetrennt. Der gewaschene Muskelbrei wurde in 150 cem 
Wasser suspendiert, zu dieser Suspension eine Lésung von adenyl- 
pyrophosphorsaurem Na in 90 cem Lésung gegeben (aus 1,3 g¢ adenyl- 
pyrophosphorsaurem Ba) und der Ansatz 15 Minuten bei 20° stehenge- 
lassen. Abgespalten 48°, des leicht hydrolysierbaren P der Adenyl- 
pyrophosphorsaure. Die Suspension wurde (ohne zu_ enteiweiBen) 
abzentrifugiert, der Riickstand einmal mit etwas Wasser gewaschen, 
wieder in 100 cem suspendiert und hierzu nochmals dieselbe Menge von 
adenylpyrophosphorsaurem Na gegeben. Nach 20 Minuten langer 
Inkubation bei 20° waren 46°, des P abgespalten. Die vereinigten 
Loésungen, die praktisch eiweibfrei sind, wurden bei neutraler Reaktion 
nach Zusatz von Ba-Acetat mit wenig Alkohol gefallt, nach Lésen in 
verdimnter HNO, das Hg-Salz hergestellt und nach Zersetzen mit H,S 
die Verbindung als Bariumsalz fraktioniert. In den schwerer léslichen 
Anteilen war das Verhaltnis von leicht hydrolysierbarem zu schwer 
hydrolysierbarem P ~ 1, in der Hauptfraktion (Ausbeute 1,1 g) war 
das Verhaltnis 0,99 statt des theoretischen Wertes 1,0. 


Analysen: C,yH),0,)N; P, Bas, .4 H,O, Mol.-Gew. 700. 
C berechnet 17,1 . gefunden 17,17 ° 
H berechnet 2,72°,. gefunden 2,94°, 
Ba berechnet 29,3 °,, gefunden 29,0 ° 


Optische Drehung der freien Adenosindiphosphorsaure: 0,999: 
200 mm; ¢ 1,93° ; ¢ = 25°; [«}# 25,7°. 


Elektrotitrationskurve der Adenosindiphosphorsiure vgl. die folgende 


Mitt.; diese Zeitschr. 282, 120, 1935. 


B. Aufspaltung der Argininphosphorsdure. 

Versuch 4 (23. November 1934). Argininphosphorsaéurespaltung 
in dialysiertem Krebsmuskelextrakt und Reaktivierung mit 
Adenylpyvrophosphorsaure. 

Derselbe Extrakt wie in Versuch 1, aber nach der 14stiindigen 
Dialyse sofort verwendet. Pro Ansatz je 1,0cem Extraktgemisch 

1,0 cem Zusatze. EnteiweiBt mit 5,0 cem 4° ,iger Trichl ressigsaure. 
Fir P-Bestimmung je 1,0cem. Temperatur 20°. Zusatz 0,92 mg 
Argininphosphorsaure-P, O.,. 

In einem anderen Extrakt betrug die spontane Aufspaltung der 
Argininphosphorsadure nach 15 Minuten bei 20° 8°,, mit 0,00001L mg 
Ap. 14%, mit 0,000l mg Ap. 22%. 

Ergebnis von Versuch 4. Die Aufspaltung der Argininphosphor- 
siure in dialysiertem Krebsmuskelextrakt wird schon durch den Zusatz 
von ly Ap. (3.10°&m) um das mehrfache gesteigert. 
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mg POs pro 
Ansatz ge- Argininphs 
funden 
Versuchsansatz ‘ 
A ’ Anorg. P3035 Be 
norg. 5 ge- Spal- 
P.O; |*+ Argi-) tunden ten 
ninphs. mg 


+ Arginininphs. sofort 1.83 0,92 

+ * 15 Min. 02 | 1,83 | 0,81 

+ 0,901 mg Ap.,15Min. 1,35 1,83 0,48 
+0002 , , 15 , | 147) 1,87 0,40 
~ O00. , 15 , 6 188 | 0,22 
+0008 . . > x yf 1,92 0.13 
+0016 . , os 1,91 007 
+0082 , 5 if 36 | 1,90 | 0,04 
+ 0,064 . ee Jf 1,93 0,03 97 


kxtrakt 


Versuch 5 (13. Dezember 1934). Adenosindiphosphatveresterung 
In Wirbeltiermuskelextrakten wird Adenylsiure in Gegenwart 
von Kreatinphosphorsaure zuAdenylpyrophosphorsaure phosphoryliert 
In Krebsmuskelpraparaten konnte Adenylsaure (hier in Gegenwart von 
Argininphosphorsaure) auch unter den verschiedensten Bedingungen 
nicht phosphoryliert werden. Dies gelingt jedoch leicht mit Adenosin 
diphosphorsaure. In allen Fermentpraparaten aus Krebsmuskulatur, dic 
Argininphosphorsaure mit Adenylpyrophosphorsaure als Co-Ferment zu 
spalten vermégen, erfolgt auch eine Phosphorylierung zu Adeny! 
pyrophosphorsaure. Da diese Reaktion immer sehr viel schneller erfolgt 
als die Aufspaltung der Adenylpyrophosphorsaure (und damit auch de1 
Argininphosphorsaure) braucht man nur kurze Inkubationszeiten fiir den 
Nachweis der Phosphorylierung zu nehmen. In dem wiedergegebenen 
Versuch 5 ist eine Fermentlésung verwendet, die Adenylpyrophosphat 
nicht mehr zu spalten, dagegen Adenosindiphosphorsaure in Gegenwart 
von Argininphosphorsiure zu phosphorylieren vermochte. 

Das Ferment wurde in wasserklarer Lésung dadurch erhalten, dat 
ein Teil Krebsmuskulatur mit sechs Teilen Wasser verriihrt, der gelatindse 
Extrakt 14 Stunden dialysiert und dann die Muskelfasern, die sich nach 
der Dialyse gut abtrennen lassen, abzentrifugiert wurden. Das adenylpyro- 


»hosphorsiure-dephosphorylierende Ferment haftet fest an den Muskel- 
| | j 





sei 7 Min 
Hydrolys¢ P,0; P.O 
Versuchsansitze auf- gespalten verestert 
spaltbares 
P.O mg mg 


Extrakt + 0,5mg Ap., sofort... ... 0,54 
, OS . » CO min. . 0,54 
Extrakt + 1,01, Argininphs.-P, 0; 
+ 0,29 mg Adenosindiphs.-P,0,. sofort 0,29 
Extrakt + 1,01 mg Argininphs.-P, O, 
+ 0,29 mg Adenosindiphs.-P,0,, 30 Min. 
‘Ce ee re die aua? «5 0,43 
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asern und Ja6Bt sich nur schlecht auswaschen, wahrend das adenosin- 
liphosphorsiure-phosphorylierende Ferment zum Teil in der Lésung ent- 
halten ist. 


Ergebnis von Versuch 5. Adenosind‘phosphorsaure wird in Gegen- 
wart von Argininphosphorsaure zu Adenylpyrophosphorsdure phospho- 
rvliert. Die Reaktion erfolgt auch in Fermentlésungen, die Adenyl- 
pyrophosphorsaure nicht zu dephosphorylieren vermégen. Auf diese 
Weise vermag Adenosindiphosphorsaure als Co-Ferment des arginin- 
phosphorsiurespaltenden Ferments zu wirken. 


Versuch 6 (8. November 1934). Spaltung von Argininphosphorsaure 
und Kreatinphosphorsaure in Krebsmuskelsuspension. 


Die Aufspaltung der Guanidinophosphorsauren ist fiir die betreffende 
Muskulatur spezifisch. Wirbeltiermuskulatur spaltet im allgemeinen keine 
Argininphosphorsaure, und Krebsmuskulatur keine Kreatinphosphorsaure. 
Ein Versuch der letzteren Art ist hier wiedergegeben. Um alle Fermente der 
Krebsmuskulatur zu erhalten und sie nicht zu sehr durch Dialysieren usw. 
zu schadigen, wurden 6g Krebsmuskulatur nach feinem Zerschneiden in 
100 cem Wasser suspendiert und nach zweistiindigem Stehen bei 20° ver- 
wendet. 

Pro Versuchsansatz je 1,0 c¢em Suspension 10cem Zusatze. Tem 
peratur 20°, Zusatze: Argininphosphorsaure-P, O, 0,75 mg, Kreatinphosphor- 
siure-P,O,; 0,69 mg. 





Argi- Krea- 
ninphs. tinphs. 
e- ge- 


Versuchsansatze 
spalten spalten 


Extrakt + Argininphs. 5 Min. ......... nea 16 
+ Adenylpyrophosphs. 5 Min. . 52 
Kreatinphs.60 Min. io ata RMN et a 

+ Adenylpyrophosphs. 5 Min. 

~ ; 20 
oe oe 60 


” 


ti OS DO 


—- 
a) 


Ergebnis von Versuch 6. Kreatinphosphorséure wird von Krebs- 
muskulatur im Gegensatz zu Argininphosphorsdure nicht gespalten. 


C. Das Fehlen von Muskeladenylsduredesaminase in Krebsmuskulatur. 
Versuch 7 (3. Dezember 1934). NH,-Bildung in Krebsmuskulatur 
bei der Autolvyse. 

Die Schwanzmuskulatur eines Krebses wurde in zwei Teile geteilt. 
a) 1,220 g, b) 1,265 g. 

a) Sofort in 10,0cem 4°,iger Trichloressigsiure abgetétet. 

b) In 9,0 cem 0,9 °,iger KCl zerrieben und 60 Minuten bei 20° stehen- 
gelassen. 

c) Eine Schere (2,220 g) ebenso wie b) in 9,0 cem 0,9°,iger KCl zer- 
rieben, Inkubationstemperatur aber bei 28°. b) und e) nach der Autolyse 
enteiweiBt mit 1.0 cem 40° iger Trichloressigsiure. In den enteiweiBten 








118 K. Lohmann: 


Lésungen wurde 1. das NH, direkt abdestilliert und 2. nach Einwirkung 
einer Schmidtschen Desaminaselésung zur Desaminierung der bei dey 
Autolyse aus der Adenylpyrophosphorsiure durch Dephosphorylierung ge 
bildeten Adenylsiure!. 


Ergebnis von Versuch 7. 1. Die sofort abgetétete Krebsmuskulatu: 
enthalt keine freie Adenylsdure, da durch die spezifische Muskel 
adenylsaure-Desaminase kein NH, abgespalten wird. 2. Nach 60 Minuten 





langer Autolyse bei 20° 
NH;-N pro | y NH-N pro bzw. 28° werden pro g 


7” y NH3-N pro g Muskel nach  g Muskel durch 1 a — eo 
Nr. g Muskel direkt Desaminase- Desaminase Muskel 10 / baw. 16 j 


einwirkung gebildet NH,-N abgespalten, 

; : durch Desaminase wei 

6 6 (Q) . - on - : 

56 116 60 tere 60 bzw. 57 y NH,-N 

62 129 57 Diese Menge entspricht 

dem Gehalt an Adeny]! 

pyrophosphat-P, 0, von 0,60 mg P,O, pro g Muskel. Die Zunahme von 

10 bzw. 16 y NH,-N stammt wahrscheinlich iiberhaupt nicht oder nur 

zu einem verschwindenden Teil aus der Adenylsaéure, sondern aus der 
Spaltung anderer NH,-bildender Substanzen. 


Streng zu vergleichen sind nur die Werte a) und b) aus derselben 
Schwanzmuskulatur, nicht der Wert c), wo Scherenmuskulatur verwendet 
ist. Bei drei untersuchten Krebssendungen zeigte sich, daB auch die beiden 
Scheren eines Krebses gerade in Bezug auf den vorgebildeten ,,N H,*° 
Gehalt (bestimmt nach Parnas durch Wasserdampfdestillation im Vakuum 
und Nesslerisierung) zumeist nicht vergleichbar waren. Andererseits er 
gaben Versuche mit ermiidender Reizung der einen Schere, da hierbei de: 
NH,-Gehalt zumeist héher war als in der sofort abget6teten Kontrollschere, 
und zwar hoéher als die iiblichen Schwankungen. Demgegeniiber lag de 
Gehalt an Adeninnucleotid-N in dem gereizten und ungereizten Muskel 
innerhalb dieser Schwankungsbreite. Dieses Adeninnucleotid wurde in de 
Weise bestimmt, daB zu dem neutralisierten Trichloressigsaureextrakt ein 
Fermentpraparat aus Froschmuskulatur gegeben wurde, das sowohl die 
Adenylpyrophosphorsiure zu dephosphorylieren wie auch Adenylsaure zu 
desaminieren vermochte. In der Krebsmuskulatur finden sich also ebenso 
wie in der Wirbeltiermuskulatur NH,-bildende Substanzen, die nicht 
Muskeladeninnucleotide sind. 


Versuch 8 (23. November 1934). Verhalten von zugesetzter Adeny! 
siure in Krebsmuskelextrakt. 
Derselbe Extrakt wie in Versuch lI. 
Extrakt A iiber Nacht in Eis gehalten. 
Extrakt B 14 Stunden dialysiert. 
Extrakt C, Muskeladenylsauredesaminase aus Kaninchenmuskelextrakt. 
Pro Versuchsansatz je 1,0ccm _ neutralisierter Extrakt + 1,0 ccm 
Zusiitze; enteiweiBt mit je 5cem 4° iger Trichloressigsaure. NH,-Be- 


' G. Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 259, 1928; A. Lohmann 
u. Ph. Schuster, diese Zeitschr. 277, 24, 1934. 
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stimmung nach Parnas. Verwendet wurden zwei Praparate von Adenyl- 
siure aus Kaninchen- (Praiparat 1) bzw. Krebsmuskulatur (Pra parat 11); 
pro Ansatz 80 Adenylsiiture-NH,-N. Temperatur 20°. Inkubationszeit 
30 Minuten. 





NH,-N pro Ansatz 
Priparat I Priparat Il 
Versuchsansatz y NH,-N 
N ge- 7 N ge-/%o ge- 9 ge- 


funden spalten spalten  &€- ge- — spalten 
funden spalten 


5 18 


la  Extrakt A + Adenylsaure, sofort 15, 
Lb 9 f “ 30 Min. hi, 
Ya » sofort 0 . 
2b a 3 30 Min.) 0 0 
3a c sofort 0 

3e ui ‘4 A 30 Min. 70 70 


Ergebnis von Versuch 8. Auch zugesetzte Adenylsiure wird von 
einem Krebsmuskelextrakt nicht aufgespalten. In einem solchen Extrakt 
erfolgt iiberhaupt keine NH,-Abspaltung mehr. 


Zusammenfassung. 

1. Dialysierter Krebsmuskelextrakt oder gewaschene Krebs- 
muskulatur spaltet aus Adenylpyrophosphorsiure von den beiden 
leicht hydrolysierbaren Phosphorsdure-Molekiilen nur eines ab. Die 
hierbei entstehende Adenosindiphosphorsaure wurde als Ba-Salz isoliert. 
Die Dephosphorylierung der Adenosindiphosphorséure zu Adenylsaure 
gelingt nach Zusatz eines Mg-Salzes. Die Dephosphorylierung der 
Adenylpyrophosphorsiure erfolgt also in zwei Stufen, und zwar durch 
verschiedene Fermente: dasselbe gilt auch fiir Wirbeltiermuskulatur. 

2. In dialysiertem Krebsmuskelextrakt wird Argininphosphorsaure 
nur in Gegenwart von Adenylpyrophosphorsaure oder Adenosindi- 
phosphorsiure aufgespalten; im Gegensatz zur Kreatinphosphorsaure- 
spaltung in Wirbeltiermuskulatur aber nicht mit Adenylsaure. Dies 
beruht darauf, dai Krebsmuskulatur in Gegenwart von Arginin- 


phosphorsiure Adenylsiure nicht nachweisbar zu Adenosindiphosphor- 
siure oder Adenylpyrophosphorsaiure zu rephosphorylieren vermag. 
wiihrend Adenosindiphosphorsiure leicht rephosphoryliert wird. 

3. Krebsmuskulatur enthalt keine Adenylsaéure-Desaminase. 








Konstitution 
der Adenylpyrophosphorsiure und Adenosindiphosphorsiure. 


Von 
K. Lohmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 


medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 14. September 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Nach der in der vorstehenden Mitteilung! gegebenen Vorschrift 
wurde Adenosindiphosphorsaure hergestellt, deren Laugenverbrauch und 
Elektrotitrationskurve nach Zersetzen des Ba-Salzes mit der genauen 
Menge H,SQ, in der iiblichen Weise? vor und nach der Hydrolyse auf 
genommen wurden. (Die Adenosindiphosphorsaure zerfallt bei kurze: 
Saurehydrolyse in je 1 Molekiil Adenin, Pentosephosphorsaure und 
anorganische Phosphorsaure.) Danach enthalt die Adenosindiphosphor 
siure selbst drei, die hydrolysierte Verbindung aber bis zum sehwach 
alkalischen Gebiet vier Siurevalenzen. 

Versuch. 720mg adenosindiphosphorsaures Ba wurden mit 7 cem 
Wasser und 3,10 cem n H,SO, verriihrt, der Niederschlag abzentrifugiert, 
nachgewaschen, die Lésung auf einen Tropfen n/10 H,SQO, bzw. n/10 
Ba(OH), eingestellt und auf 20 cem aufgefiillt. Ein Teil der Lésung wurde 
zur Hydrolyse im siedenden Wasserbad im eingeschmolzenen Jenaet 
Réhrehen 3 Stunden erhitzt. 

10ecem der Lésung gab nach Veraschen 172,16 mg (24 MoO, . P,O. 

6,80 mg P,O;. Die Lésung war also in bezug auf Adenosindiphosphor 
siure 0,0479 m, in bezug auf P 0,0958 m. Das Verhaltnis von leicht hydro 
ltsierbarem zu schwer hydrolysierbarem P war 0,99. 

Titration gegen Phenolphthalein mit n/20 NaOH: 

a) 3,0cem der hydrolysierten Verbindung: Gef.: 11,62 cem n/20 
NaOH, ber.: fiir 3,0 cem 0,0958 m H,PO, 11,49 cem. 

) 3,0 cem der Adenosindiphosphorséiure: Gef.: 8,79 cem n/20 NaOH 


b 
75,69 


a 

Verhaltnis der Saurevalenzen in der ungespaltenen und gespaltene: 
Verbindung also 3: 4. 

Elektrotitration: Je 3,0cem der ungespaltenen und gespaltenen Ve 
bindung wurden gegen n/10 NaOH elektrotitriert. Die erhaltenen Kurven 
sind in Abb. | wiedergegeben. 

Der Verlauf der beiden Kurven zeigt, daB je die erste Sauregruppe 
etwa die Starke der ersten Dissoziationskonstante der Phosphorsaure hat. 


' K. Lohmann, diese Zeitschr. 282, 109, 1935. 2 O. Meyerhof u. 
J. Suranyi, ebenda 178, 427, 1926; O. Meyerhof u. K. Lohmann, ebenda 
196, 49, 1928. 
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die zweite Gruppe aber bei der ungespaltenen wie bei der gespaltenen 
Verbindung etwas schwiicher ist und abgeflachter verlauft. Dieser 
charakteristische Verlauf beruht ebenso wie bei der Adenylsaure! und bei 
der Adenylpvrophosphorsiure auf der Neutralisierung durch die sehwach 
basische Aminogruppe im Adeninrest. Der weitere Verlauf der beiden 
Kurven der Adenosindiphosphorsaure zeigt nun, ebenso wie bei der 
Adenylpvrophosphorsaure, eine grundlegende Verschiedenheit: bei der 
ungespaltenen Adenosindiphosphorsaure findet sich dann nur noch eine 
Saiuregruppe von etwa der Starke der zweiten Dissoziationskonstante 
der anorganischen Phos- 





phorsiure, bei der auf- 50 
gespaltenen Verbindung . 
aber deren zwe?. Bei der - 
Hydrolyse der Adenosin- 
diphosphorsiure __ tritt 
also eine neue Saure- 


fs 
S 


S 


Do 


gruppe von der Starke 


Aequivalente Na0H 


der zweiten Dissozia- 
tionskonstante der Phos- 
phorsaure auf, die in der 
ungespaltenen Verbin- 
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> 
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dung verdeckt ist. Abb. 1. Kurve c °) Adenosindiphosphorsaure. 

: Kurve o o nach Hydrolyse. Abszisse: py. 

Dieser Befund  er- Ordinate: Aquivalente NaOH. 

laubt Riickschliisse so- 
wohl auf die Konstitution der Adenosindiphosphorsaure wie der Adeny]- 
pyrophosphorsiure (Adenosintriphosphorsaure). Die beiden Substanzen 
sind Verbindungen von Adenylsaure (Adenosinmonophosphorsaure) mit 
| bzw. 2 Molekiilen Phosphorsiure. 


N=C.NH, 


HC C—N OH OH OH 

| SCH | 

N—C—N—C H—CH—C H—C H—C H,—0—P—OH 
0) 


8) 
Adenylsaure (Adenosinmonophosphorsiure) *. 


In beiden Verbindungen ist die Aminogruppe im Adeninrest frei, da sie 
mit HNO, ohne Veranderung des P-Gehalts leicht in die Hydroxyl- 
gruppe umgewandelt werden kann. Das Adenin, das sonst keine ver- 
esterungsfahigen Gruppen enthalt, kann fiir die Bindung der ubrigen 
Phosphorsiuremolekiile daher ausgeschlossen werden. 

' H. Wassermeyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 241, 192s. = 
> K. Lohmann, diese Zeitschr. 254, 391, 1932. ’ Betreffs der Schreibweise 
fiir die Adeninpentosebindung am N-Atom 9, deren Lage aber noch nicht 
sicher ist, vel. J. W.Gullund u. BE. R. Holiday Nature 1382, 782. 1933. 








K. Lohmann: 


Am nichstliegenden erscheint fiir die Adenylpytophosphorsiur 
eine Veresterung mit den beiden Hydroxylgruppen der Pentose. Dabei 
mu jedoch die Bedingung erfiillt sein, daB die Adenylpyrophosphorséur: 
nur vier Sauregruppen enthalt, und zwar drei von der Starke der ersten 
Dissoziationskonstante der Phosphorsaure und eine von der Starke de: 
zweiten Dissoziationskonstante'. Die hydrolysierte Verbindung  (j« 
1 Molekiil Adenin und Pentosephosphorsaure und 2 Molekiile an 
organische Phosphorsaure) enthalt, wie zu erwarten, je drei Saure 
gruppen von der Starke der ersten bzw. zweiten Dissoziationskonstant« 
der Phosphorsaure. Dieser Forderung wiirde nur die folgende Formu- 
lierung gerecht: 

OH OH 
O0=P—O—P=0 
| 
O Q OH 
—CH—CH—C H—C H—C H,—O—P—OH 


Hiergegen spricht aber, daB die beiden korrespondierenden Hydroxy] 
gruppen frei zu sein scheinen, da die Adenylpyrophosphorsaure (ebenso 
wie die Adenylsiure und die Adenosindiphosphorsaure) ein komplexes 
basisches Cu-Salz zu bilden vermag, sowie daB bei der Béseken-Reaktion 
mit Borsaiure eine Sauerung auftritt. Diese beiden Reaktionen erscheinen 
aber nicht véllig beweisend, da in einem Molekiil mit einer solchen 
Hautung von Hydroxylgruppen (neben einer Aminogruppe) der Ausfall 
der Reaktion nicht eindeutig zu sein braucht. Das Vorliegen von nu 
drei Sauregruppen in der Adenosindiphosphorsaure und das Auftreten 
der vierten Sauregruppe bei der Hydrolyse beweist nun, daB ihr zweites 
Molekil nicht mit einer Hydroxylgruppe der Pentose verestert sein kann. 
da dann keine Formulierung méglich ist, die diesem Verhalten gerecht 
wird. Fiir die Adenosindiphosphorsaiure bleibt dann nur die folgende 


Konstitution tbrig: 
C.NH, 


(—N OH OH OH OH 
>CH | 


C—-N—Uh—CH—CH-CH—CH,—0—P—0—P--OH 
— ——()- - 


O 0 
Adenosindiphosphorsaure. 


Aus dieser Konstitution fiir die Adenosindiphosphorsaure ergibt sich die 
der Adenylpyrophosphorsaure (beide Verbindungen kénnen enzymatisch 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 254, 381, 1932. 
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durch Abgabe bzw. Aufnahme von | Mol. Phosphorsaure leicht 
seitig ineinander umgewandelt. werden!): 
N=C.NH, 
| | 
HC C—N OH OH OH OH OH 
| 


oe yen- 


= SS 


SCH | | | 
N—C—N—CH—C H—C H—C H—C H,—0—P—O—P—0—P—OH 
O 
O O O 
Adenylpyrophosphorsaure (Adenosintriphosphorsiure), 

In der Adenosindiphosphorsiure liegt also eine gegenseitige Ver- 
esterung von 2 Molekiilen Phosphorsaure miteinander vor, in der Adeny]- 
pyrophosphorsaure von 3 Molekiilen. 

Diese Formulierung wird allen bisher bekannten Reaktionen der 
Adenylpyrophosphorsaure gerecht : 

1. Die Hydrolyse durch heiBbe verdiinnte Saéuren, wobei die Ge- 
schwindigkeit der Abspaltung von 2 Molekiilen Phosphorsaiure mit der 
Hydrolyse der anorganischen Pyrophosphorsaure nahezu ibereinstimmt. 

2. Die Bildung von anorganischem Pyrophosphat bei der baryt- 
alkalischen Verseifung. 

3. Die Uberfithrung in Hypoxanthinderivate durch HN O,. 


4. Die Bildung eines komplexen Cu-Salzes und der Ausfall der 
Borsaure-Reaktion. 


5. Der Verlauf der Elektrotitrationskurven in der ungespaltenen 
Verbindung selbst und nach Hydrolvyse. 


Dieselben Argumente gelten auch beziiglich der Konstitution der 
Adenosindiphosphorsaure. 


1 Vel. vorst. Mitt. 
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Ill. Mitteilung: 

Absorption und Assimilation der Hexosen in den Organen bei intravendése: 
Dauerzufuhr von Galaktose, Maltose und Glucose; verglichen mit Hexolyse. 
Von 
M. Wierzuchowski und H. Fiszel. 

(Aus der Stoffwechselabteilung bei der I]. Klinik fiir innere Krankheite: 
der Joseph-Pilsudski-Universitat in Warschau.) 
(Eingegangen am 14. September 1935.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


1. Ankniipfung an die vorhergehenden Mitteilungen. 


Nachdem das Verhalten des ganzen Organismus unter manchen 
Umstanden gegeniber konstanter, intravenéser Zufuhr verschiedene: 
leicht léslicher Kohlenhydrate untersucht worden ist, gingen wir zu! 
Analyse des Verhaltens der einzelnen Organe (22) (23) iiber. Es wurden 
Hexosen und verwandte Stoffe bei Hiindinnen in der Amytalnarkose 
konstant, intravenés, mit der Geschwindigkeit von 2 g/kg/Std. ein 
gefiihrt und die gleichzeitige Produktion und Absorption der Milch- 
saure durch vier wichtige Organgruppen mittels Analyse des zu- und 
abflieBenden Blutes bestimmt. In der vorliegenden und der nachsten 
Mitteilung geben wir an, in welchem MaBe in denselben Versuchen die 
einzelnen Kohlenhydrate durch dieselben Organgruppen aus dem Blute 


eingesaugt oder ins Blut ausgelést werden und in welchem Grade sie 


in diesen Organen der Assimilation unterliegen. Diese Erscheinungen 
stellen wir dann dem schon beschriebenen Milchsiureumsatz der Organe 


gentiber. 


ge 
2. Technische Erginzungen. 


Die Totalreduktion im nach Folin und Wu enteiweiBten Filtrat des 
Blutes wurde nach dem Verfahren von Hagedoin und Jensen (besondere 
Korrekturtabelle) bestimmt. Die Glucose im Blute wurde mit Hilfe von 
Backerhefe, wie in friiheren Arbeiten (21), nach Raymond und Blanco 
bestimmt, indem die Reduktion vor und nach der Hefewirkung im Woltra 
matfiltrat untersucht wurde. Die Hefe war immer frisch aus ein und det 
selben Fabrik bezogen, deren Produkt von uns sorgfaltig ausprobiert und 
stets kontrolliert wurde (vgl. Schrumpf). Die Ergebnisse waren durchwegs 
einheitlich (vgl. Tabelle VIL). Die Maltose wurde als solehe im Blute nicht 
bestimmt, sondern man wartete, bis sie (in der Kaltekammer) infolge dei 
Wirkung der Blutmaltase in Glucose iiberging, worauf die Analyse erfolgte 
Um nach Hefeeinwirkung den Galaktosegehalt zu ermitteln, subtrahiert: 
man die beim betreffenden Tiere niichtern unmittelbar vor der Galaktos« 
zutuhr erlangte Restreduktion vom — nichtfermentierten Reduktions 
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rickstand. Der so gefundene, als Glucose ausgedriickte CGalaktosewert 
wurde unseren friiheren Bestimmungen gemaB (21) durch Multiplikation 
mit dem Koeffizienten 1,25 (nicht 1,20!) in den richtigen Galaktosewert 
iiberfiihrt. Dieses Verfahren ist dureh die Ergebnisse der Methode von 
Harding (6) (7) gerechtfertigt, der gefunden hat, daB die Restreduktion des 
Blutes trotz Schwankungen des Galaktosegehaltes nach Calaktoseadmini- 
stration stabil bleibt. 

Die genaue Bestimmung der Reduktions- (nach Bertrand) und Polari- 
sationskoeffizienten der entsprechenden eingespritzten Praparate (22) (23) 
diente auch zur Analyse des Zuckergehalts im Harn, die polarimetrisch und 
mittels Reduktion erfolgte. Den Glucosegehalt in Gegenwart der Maltose 
berechnete man aus einer entsprechenden Formel. Uber Amytalnarkose 
Blutentnahme, BlutdurchfluBkoeffizienten und Gaswechsel vgl. (22). Aus 
jedem Typus der Versuche geben wir ein graphisches Protokoll an und 
stiitzen uns in den Tabellen auf die Durchschnittswerte aus einigen Experi- 
menten der entsprechenden Versuchsreihe, von denen jedes ungefahr sechs 
Werte aus jeder Organgruppe enthalt. 


3. Ergebnisse. 
A. Niuichtern, nach 28stdindigem Hungern. 

Unter dem EinfluB der mehrstiindigen Amytalnarkose anderte 
sich der Glucosegehalt im Blute der mit Saccharose und Fleisch ge- 
fiitterten Hiindinnen nur wenig, und zwar war er bei ungefahr der Hilfte 
der untersuchten Tiere etwas héher als ohne Narkose, was mit den Re- 
sultaten von Olmstedt und Giragossintz iibereinstimmt. In der Femoral- 
arterie betrug der Glucosegehalt 50 bis 89 mg-%, in der Carotis 
59 bis 97 mg-%. Der Durchschnittswert in Tabelle I weist aber keine 
erheblicheren Anderungen auf: 71.5 mg-° in der Femoralis, 77,2 mg-°, 
in der Carotis. 

Die Leber wirft Glucose stark in den Blutkreislauf aus (Tabelle I). 
namlich 15,7 mg auf je 100 cem des durchflieBenden Blutes, d. h. etwa 
7,15 mg auf 1g Lebergewebe stiindlich. Dies ist ein viel gréBerer Wert, 
als die von uns untersuchten Organe aufzunehmen vermégen, und betragt 
stiindlich bei einem Hund von 25 kg ungefahr 6,22 g Glucose. Davon 
entfernt das motorische System 1,41 g, die Kopforgane 1,36 g und das 
PortafluBgebiet 0,59 g. Der Glucoserest, den die von uns untersuchten 
Organe nicht verbrauchen, betragt 6,22 — 3,36 2.86 g/Std. und wird 
1. teilweise von den von uns nicht untersuchten Organen (Herz, Lunge. 
Nieren usw.) konsumiert; diese Organe bilden in unseren Versuchen 
etwa 25% des Hundeorganismus; 2. teilweise aber geht er zur Hebung 


~t 


des Glucosegehalts in die Safte infolge der Amytalnarkose. 
Die Glucoseumsatzfihigkeit pro g Gewebe ist unter diesen Bedin- 


gungen, unter einem Druck von etwa 70 mg-°% Glykose und bei einem 
RQ. durehschnittlich gleich 0,715 (22) in verschiedenen Geweben ver- 
schieden. Am starksten wird Glucose von den Kopforganen (einschlieb- 
lich des Teiles der Halsorgane, darin aber nur der Teil des Gehirns, 








126 M. Wierzuchowski u. H. Fiszel: 


Tabelle I. GefaBbilanzen der Glucose in Organen bei amytali 
sierten Hiindinnen, nach 28stiindigem Hungern. Verhaltnis z 
den Milchsaurebilanzen. Elf Versuche. 


Auswerfung ins Blut, + Retention in der Organgruppe. 





Motor , 2 Pfort- 
Durchschnittswerte Leber sches ader- 
System > organe 


Glykose 
rest 


Zutliebendes Blut, mg-°; i tho tia |. tio 
AbtlieBendes ,, ‘ 85, 66.9 66.9 69.6 
silanz, mg-% at ; D, 46 + 10,3 1,9 
g Glucose/Std./25 kg Tier 3,22 + 1,41 136 + 0,59 + 2.86 
mg Glucose/g Gewebe * Std. 15 +009 + 1,01) + 0,45 0.46 


Glu- 


cose | 


Milch- | mg/g Gewebe* Std. . . . + 2 0.05 0,14 0,74 
saure | als °%% der Glucose .. . 9, 55.6 13.8 164 


Auf 1g frisches Gewebe. 

* Falls der ganze Glucoserest absorbiert wird und nicht zur Hebung des Glucosegehalts 
im Blute geht 
aus dem die V. jugularisext. das Blut abzieht) (22) aufgenommen, 
d.i. 1,01 mg/g Gewebe/Std.; weniger extrahieren Organe, aus denen 
das Blut in die Pfortader abflieBt, und zwar 0,45 mg, am wenigsten 
die Gewebe des motorischen Systems (d.h. alle Gewebe und in der- 
selben Proportion, wie sie in der unteren Extremitat vorkommen, 
von der die Muskeln etwa 50 % bilden), namlich 0,09 mg/g Std. 

Im Verhaltnis zum gleichzeitigen Glucoseumsatz in den Organen 
findet der Milchséureumsatz wie folgt statt: Im motorischen System 
macht die entweichende Milchsaure 56°, der von diesem Organ auf- 
genommenen Glucose und in den Kopforganen 14°, aus. Die Werte 
entsprechen fast genau den mit Hilfe der Angiostomie von London, 
Kotschne/f und Mitarbeitern erlangten Werten, die fiir das motorische 
System 59°, und fiir das Hirn 9°, erhielten. Dagegen kann die von 
Pfortaderorganen aufgenommene Glucose nur einen Teil der Deckung 
der Milchsaiure betragen, die dieses System gleichzeitig verlaBt, weil 
sie 164°, der von dieser Organgruppe zuriickgehaltenen Glucose aus- 
macht. Wenn also sogar die ganze von diesem System aufgenommene 
Glucose auf Milchsiure umgesetzt und dieses Produkt vo!!standig ins 
Blut ausgelést werden sollte, so miiBten 64°, noch aus anderen Quellen 
stammen. Die von der Leber zuriickgehaltene Milchsaure bildet kaum 
10%, jener Glucose, die die Leber ins Blut auswirft. 

Es wird interessant sein, zu entscheiden, welche Wandlungen die von 
den Organen aufgenommene Glucose unter diesen Bedingungen durch- 
macht, da der RQ. auf die iiberwiegende Oxydation des Fettes (neben 
dem Eiweif) hinweist, die von den Organen ausgeworfene Milchsaure 
in den meisten Organen nur einen Teil der aufgenommenen Glucose 
ausmacht und das Glykogen in den Muskeln wahrend der Amytal- 
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narkose eher abnimmt als zunimmt. Im Blute, das vom Pfortader- 
und motorischen System, sowie vor allem von der Leber abflieBt, kann 
man eine Entwasserungstendenz feststellen (20); dagegen sind die Ver- 
inderungen in den Kopforganen nicht charakteristisch. 


B. Physiologische Kochsalzlésung (Abb. 1). 

Ein ahnliches Resultat ergab die sechsstiindige Kontrolleinfiihrung 
von physiologischer Kochsalzlésung. In den ersten Stunden der Infusion 
ist eine leichte Erhéhung des Glucosegehalts im Blute um etwa 20 mg-° 
zu sehen, was mit der erhéhten Auswerfung der Glucose durch die Laban 
im Zusammenhang steht (Abb. 1). 

Physiol. NaCt- ——- intravenos 
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Abb. 1. Dauerinfusion von physiologischer Kochsalzlosung (l0cem/kg/Std.). Tetragramme der Glu- 

cose und des Himoglobins im einstroémenden und aus den vier Organgruppenr ausstromenden 

Blute. Die Konzentration der betreffenden Substanz im zustrémenden Blute ist mit einer 
diinnen, im ausstriémenden mit einer fetten Linie bezeichnet. Hiindin Zef. (2. VI. 1932) 


Wahrend die Leber durchschnittlich (Tabelle IT) 6.1 mg Glucose 
auf 1g feuchtes Gewebe stiindlich auswirft, d.h. 0,6 bis 0,7°, ihres 
Gewichtes, also in 24 Stunden 14,4 bis 16,8, wird die Glucose aus 
dem Blute von den Kopf- und Pfortaderorganen in héherem Grade 
(0,69 und 0,77 mg/g/Std.), hingegen durch das motorische System in 
viel geringerem Grade, namlich 0,11 mg/g/Std., entzogen. 
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Tabelle Ll. GefaBbilanzen der Glucose und der Milchsaure in ver 
schiedenen Organen, miteinander verglichen, wahrend de 
Dauerzufuhr der physiologischen Kochsalzlésung: 
vel. Abb. 1. 





Ausschiittung ins Blut, + Beseitigung aus dem Blute. 
Motori- , Pfort- aah 
Durchschnittswerte Leber sches = ader- — 
System | OTS8M€ | organe aes 
V. a. 
ZutlieBendes Blut, mg-”,, 67,3 70,5 70,5 79,2 70,5 
Glu- Abtliebendes =, 2 81,3 65,2 72.2 67,3 
: Bilanz, mg-% ..... 13,4 + 53 7,0 +32 
wer | g Glucose/Std./25 kg Tier 5,31 1,63 + 0,92) + 0,99! + 1,77 * 
mg Glucose/y Gewebe */Std. 6,10 + 0.11 0,69 0,77 + 0,28 
Milch- | mg/g Gewebe*/Std. . . . 0,61 0,04 O11 0,74 
saure | als °/, der Glucose .. . 9,9 39.6 16.6 96.1 


* Frisches Gewebe. 

** Berechnet als von der Leber ausgeworfener und von den in der Tabelle erwihnten 
Geweben nicht verbrauchter Glucoserest. 

Der Milchsaureumsatz ist Ahnlich wie im niichternen Zustande. Die 
Menge der vom motorischen System eliminierten Milchséure  bildet 
40% jener Glucose, die durch dieses System aufgesaugt wurde 
(Tabelle II), in den Kopforganen 17% und im Pfortadergebiet 96°, 
Man kann wiederum feststellen, daB die Milchsiurebildung im Pfort- 
adergebiet besonders stark im Verhaltnis zur zuriickgehaltenen Glucose 
ist. Der Verlauf der Milchsiureauswerfung zeigt aber keine Steigerung 
waihrend des Versuchs, was zu erwarten ware, wenn diese ausgiebige 
Milchsdureelimination dem Trauma zugeschrieben werden sollte (22). 
Die von der Leber absorbierte Milchsaiure macht 9,9 ° der gleichzeitig 
von diesem Organ ausgeworfenen Glucose aus. 

Ungefahr 85°% Wasser der eingefiihrten Kochsalzlésung wurden 
waihrend 6 Stunden ihrer Einfiihrung im Organismus zuriickgehalten 
Es ist auffallend, daB die Leber wahrend der ganzen Versuchsdauer 
das Wasser in sehr starkem MaBe zuriickhielt (Abb. 1, Tabelle II): 
die Hb-Konzentration in dem von der Leber abflieBenden Blute wai 
durchschnittlich um 6,6 °% héher als im zuflieBenden. Diese Erscheinung 
tritt in den meisten mit Amytalnarkose durchgefiihrten Versuchen 
auf (20) und war beim untersuchten Tiere auch vor der Einfiihrung 
der Lésung vorhanden. Auch das motorische und das Pfortadersystem 
scheinen Wasser zuriickzuhalten, wenn man im letzteren Falle Carotis- 
und nicht Femoralarterienwerte in Betracht zieht. 

C. Galaktose (Abb. 2). 

Die Intensitat der Galaktoseassimilation wird im Hundeorganismus 
durch die Amytalnarkose nicht beeinfluBt, deshalb gibt der Verlauf 
der Assimilation dieser Hexose durch die Organe in vorliegenden Ver- 
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suchen die normalen Verhaltnisse wieder (Tabelle VI). Aus der mit eine 
Geschwindigkeit von 2g pro Stunde zugefiihrten Menge werden nur 25 ° 
ausgenutzt. Der Rest geht mit dem Harn in langen Zeitabschnitten ab (i: 
vorliegenden Experimenten bis 12 Stundennach Beendigung der Infusion 
[vgl. auch (21)] und kann infolge des langen Verweilens im Organismus 
die Quelle von langdauernden Wirkungen sein, auf welche die au: 
fiihrlichen Untersuchungen von Deuel (3) (4) hinweisen: der langdauernad: 
Typus der Glykogenbildung, die protrahierte ketolytische und eiweil} 
sparende Wirkung. Dabei ist Galaktose ein schwacher Glykogenbildne: 
(Cort). 

Das Ergebnis der langsamen Assimilation dieser Hexose ist ihi 
starkes Anwachsen in den Saften des Organismus (Abb. 2) von Stunde 
zu Stunde, bis zur fiinften und sechsten Infusionsstunde, wo sich das 
Niveau der Galaktose im Blute und im Harn stabilisiert, bei gleich 
zeitiger Stabilisierung der Assimilation dieses Zuckers durch die Ge 
webe [vgl. (16)]. Im Durchschnitt wird Galaktose am starksten durch 
die Leber aus dem Blute eingesaugt, 5,21 mg/g/Std. (Tabelle IT1), 
weniger durch das Pfortadergebiet, namlich 2,48 mg/g /Std., noch wenige1 
durch die Kopforgane: 1,95 mg/g/Std. und schlieBlich am wenigsten 


durch das motorische System, 0,107 mg g/Std. Auf den Rest det 


Organe entfallen 0,68 mg/g/Std. 


Was die Frage anlangt, wieviel Galaktose in die Gewebe iibergeht, 
so ist in den Untersuchungen von Pollak (5) bestimmt, wieviel Galaktose 
man in den einzelnen Geweben nach der intravendsen  Einspritzung 
findet. Dieser Verfasser beobachtet bei der Ratte etwa dieselbe Abstufung 
der Gewebe in der Anreicherung an Galaktose, wie wir sie fiir intrakapillare 
Resorption dieser Hexose finden: am meisten Galaktose findet sich im 
Lebergewebe, weniger im Hirn und in der Darmwand, und am wenigsten in 
den quergestreiften Muskelfasern. Auch mit einer tiberaus genauen Methode 
der Galaktosebestimmung kann man eine arteriell-vendse Differenz im 
Calaktosegehalt des Blutes nach oraler Einverleibung dieser Hexose beim 
Menschen finden [Harding u. Grant (7)]. Ein vollstandiges Ausschneiden 
der Leber (Bollman, Mann und Power) vermindert die Assimilation de! 
intravends eingefiihrten Galaktose beim Hunde in aéhnlichem Verhaltnis, 
wie sich dies aus den von uns angegebenen GefaBbilanzen nach Austall der 
Leber ergeben wiirde. Der Glucosegehalt im Blute steigt in Gegenwart dei 
Galaktose nur unbedeutend an (21) (Abb. 2, Tabelle LIL), was mit den An 
gaben einer Reihe von Autoren tibereinstimmt (Harding und Grant, Kosterlit 
und Wedler, Sawada, Macheld, Pollak und Fehkér u. a.). 


Die in unseren Versuchen neben der Galaktosebilanz bezeichnet« 
GefaBbilanz der Glucose (Tabelle II]) ergibt die starkste Aufnahme 
durch die Organe des Pfortadergebietes, nimlich 1,11 mg /g/Std., geringere 
durch die Kopforgane, und zwar 0,64 mg/g/Std., und die geringste im 
motorischen System (0,04 mg). Es sind also ahnliche Werte, wie man 
sie niichtern, ohne Zufuhr irgendweleher Substanz vorfindet. Nur die 
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sich die glucosebildende Wirksamkeit des Organismus wahrend c« 
Galaktosezufuhr betrichtlich andert. 

Die Milchsdure nimmt im Blute wahrend der Einfiihrung de: 
Galaktose in vorliegenden Amytalversuchen nicht zu (22). Es is 
moglich, daB in manchen Organen neben Glucose auch Galaktose di: 
Quelle der Milchséure sein kann (Tabelle III). So ist z. B. die Meng: 
der aus dem motorischen Sytsem ausgeworfenen Milchsaure fast dreimal 
groBer als die Menge der von diesem System aufgenommenen Glucose. 
Da dies ohne Galaktosezufuhr nicht vorkommt, so kann also offensicht 
lich auch die Galaktose teilweise die Quelle dieser Saure sein. Ahnlich 
ist in den Kopforganen die Menge der ausgeworfenen Saure gréBe1 
als ohne Galaktosezufuhr, sie kann also teilweise aus der Galaktose 
stammen. In den Organen des Pfortadergebietes ist die Milchsaure- 
abgabe so groB wie die Glucoseaufnahme, wie es sonst in diesem Ge- 
biete in unseren Versuchen iiblich ist. 

Aus den StundengefaBbilanzen in Tabelle III erlangen wir wert 
volle Fingerzeige fiir die Verteilung des Stromes der in den Blutkreis- 
lauf des Hundes eingefiihrten Galaktose. Nur 33,8°, des Galaktose- 
stromes gelangen durch die BlutgefiBwande in die Nichtnierenorgane 
In die Nieren gehen 66,2°, des Stromes ohne sichtbare Vermittlung 
anderer Organe, also etwa */, der ganzen eingefiihrten Menge. Daraus 
folgt, da die Nichtnierenorgane mehr Galaktose aufnehmen, als sie 
im entsprechenden Zeitabschnitt umzusetzen vermégen. Der Rest 
wird im Blute durch die Nierenarterien in die Nieren abgeleitet; dic 
Nieren kommen aber dem AusscheidungsprozeB nicht nach und des- 
halb wiachst die Galaktosekonzentration in den Saften des Organismus 
stark an. Die Kurve der Entfernung der Galaktose mit dem Harn im 
Experiment aus Abb. 2 stellt die Stabilisierung der Galaktosebeseitigung 

‘schon seit der vierten Injektionsstunde dar: 





1. Std. | 2. Std. | 3. Std. | 4. Std. | 5. Std. | 6. Std. | 7. bis 18. Std. 
Galaktose, g. . 10,47 28,93 | 33,47 39,08 | 37,44 | 37,36 38,90 


Die Werte sind fiir ein 25 kg schweres Tier umgerechnet. An dem 


drastischen Beispiel der Galaktose kénnen wir zeigen, wie man die ab- 


solute Assimilationsgeschwindigkeit pro Zeiteinheit schwer assimilier- 
barer Stoffe berechnen kann, fiir welche sich die Formeln, die von 
einem von uns entwickelt wurden (21), nicht anwenden lassen, da eine 
betrachtliche Menge des eingefiihrten Materials sich in den Geweben staut 
und infolgedessen die einfache Berechnung der globalen Assimilations 
geschwindigkeit stért. In der Abb. 2 nimmt wahrend der sechsstiindigen 
Zufuhr der Galaktose deren Konzentration im Blute standig zu, es 
kommt daher in keinem Punkte zum Gleichgewicht zwischen der Zufuhi 
und der Beseitigung der Galaktose: die Stauung der Galaktose in den 
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iieweben vergréBert sich deshalb immer mehr. Die Stauungsgeschwindig- 
keit ist aber nicht gleichmaBig, wie man aus der Abb. 2 sieht, sondern 
sie ist in den ersten Zufuhrstunden gr6éBer und vermindert sich in den 
weiteren. Nach Aufhéren der Galaktoseinfusion wird dieses Depot 
der in den Geweben aufbewahrten Galaktose langsam beseitigt: teil- 
weise assimiliert und teilweise mit dem Urin entfernt. Diese Nach- 
elimination der Galaktose betragt durchschnittlich 10,9°, der ganzen 
intravends einverleibten Quantitét, deshalb kann man annehmen, 
daB in jeder Injektionsstunde wenigstens 10,9°% der gleichzeitig zuge- 
fiihrten Menge der Stauung in den Geweben unterliegen, was fiir einen 
25 kg schweren Hund 5,44 g/Std. betragt. Wenn wir fiir die totale intra- 
vendse Retentionsgeschwindigkeit wahrend der Infusionsperiode die 
Formel annehmen: 


Forme] I: Menge der pro Std. in die Gewebe iibergegangenen Galaktose 


stiindlich infundierte Menge stiindlich mit dem Harn aus- 


geschiedene Menge. 


so werden in diesem Zeitabschnitt wahrend der Infusion durchschnittlich 
16,92 g Galaktose im Organismus durch Assimilation oder  ein- 
fache Retention zuriickgehalten (Tabelle III). Da wenigstens 5,44 g 
davon nicht assimiliert werden, sondern in Stauung geraten und nach- 
eliminiert werden, so werden im giinstigsten Falle nur 16,92 — 5,44 

- 11,48 g Galaktose stiindlich assimiliert. Man muB aber _beriick- 
sichtigen, da die Galaktose in den Geweben nach Beendigung der 
intravenésen Zufuhr nicht nur ausgeschieden, sondern auch teilweise 
assimiliert wird. Wenn dies mit derselben Geschwindigkeit geschieht, 
wie wahrend der Infusion, so betragt diese Menge etwa 20°, des vor- 
handenen Materials'. Dadurch erhéht sich die Menge der festgelegten 
Galaktose auf 6,53 g. Die wirklich assimilierte Quantitaét der Hexose 
pro Stunde wird 16,92 — 6,53 = 10,39 g, d.h. 20,8% der in der be- 
treffenden Stunde eingefiihrten Menge betragen, also weniger, als sich 
dies aus der Bruttoberechnung der Gesamtassimilation in den ent- 
sprechenden Experimenten ergibt, d.i. 25% (Tabelle VI). Zu einem 
ahnlichen Ergebnis gelangt man, wenn man die Galaktoseinfusion 
so lange fiihrt, bis die Galaktosekurve im Blute und Urin nicht mehr 
steigt, sondern stationar bleibt. Dann gilt fiir diese Periode des Gleich- 
gewichts die Formel: 


Forme] II: Assimilationsgeschwindigkeit Injektionsgeschwindigkeit 
Eliminationsgeschwindigkeit mit dem Harn. 


! Kine Vereinfachung, die vielleicht zu klein genommen ist, da doch 
die gestaute Menge lange Zeit der Wirkung des Organismus ausgesetzt ist 
und mit der Verkleinerung der Menge der Galaktose sich der Ausnutzungs- 
koeffizient vergr6Bern kann. 
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Die betreffenden Daten zur Berechnung kann man im Schrifttw 
finden (16). 

Die vorliegenden Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt 
das die Menge des in den Organismus eingefiihrten Wassers der aus 
geschiedenen Harnmenge fast gleich war. Vielleicht in Zusammenhang 
damit sind die Veranderungen der Hb-Konzentration in dem die Organ 
verlassenden Blute unbetrachtlich. Sie haben aber alle eine Richtung 
namlich alle Organe scheinen Wasser in sehr geringem Grade zu ver 
lieren [Abb. 2 (20)]. 

D. Glucose (Abb. 3). 

Unter den vorliegenden Versuchsbedingungen ist die Glucose nicht de1 
am besten assimilierbare Zucker, denn nur */, der zugefiihrten Substanz 
werden zuriickgehalten (TabeUe VI). Deshalb sind die Kurven der 
Blutglucose héher als beim normalen Hunde (Tabelle IV) bei derselben 
Zufuhrgeschwindigkeit. Abb. 3 zeigt den Verlauf der Assimilation in 
den Organen wahrend der Dauerinfusion der Glucose. Besonders 
deutlich ist die erste Phase (17) der anfanglich geringeren Assimi 
lation im motorischen System wahrend der ersten und zweiten Zu- 
fuhrstunde. Der arteriell-venése Unterschied betragt in diesen Stunden 
4-35 und + 36mg-%. In der dritten und vierten erhéht er sich be 
deutend: + 77 und + 54mg-%. In diesem Zeitabschnitt der starken 
Absorption fallen die Kurven der Glucose im Blute in allen Abflub- 
gefiBen (Abb. 3). In der fiinften und sechsten Injektionsstunde ver- 
mindert sich die Einsaugung: die Differenz betragt + 34 und + 37 mg-°,. 
In diesen zwei letzten Injektionsstunden beginnt sich der Glucosegehalt 
in allen GefiBen zu heben, da sich der Glucoseverbrauch im gréBten 
System verringert (soweit gleichzeitig keine BlutdurchfluBanderungen 
eintreten). 

Die Leber zeigt emen ahnlichen Verlauf des Assimilationsprozesses 
Die Bilanzen der Glucoseretention in der Leber sind in einzelnen Stunden 
wie folgt: + 16, + 20, + 22, + 26, + 24 und + 18mg-%. Die Auf 
nahme erreicht ihren Héhepunkt in der dritten und vierten Stunde 
und bleibt bis zur fiinften Stunde konstant. Auch die Organe des Pfort 
adersystems absorbieren am meisten in der dritten Stunde, in welcher 
die Zuriickhaltung den Wert von + 28 mg-% erreicht. In den Kopf 
organen erfolgt eine betraichtliche Verminderung der Aufnahme in de! 
fiinften bis sechsten Stunde. 

Diese Ergebnisse stimmen zum Teil mit der Kurve der Glucose- 
entfernung mit dem Urin bei demselben Hunde (Werte fiir ein 25-kg 
Tier umgerechnet) iiberein: 





1 Std. 2 Std. 5 Std. 6 Std. 


Glucose, g .. 7,27 12,75 8,2 : 3,76 2,28 
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Der Héhepunkt der ersten Phase befindet sich also in der zweiten Stunde. 
Das Steigen der Kurven der Glucose im Blute in den letzten zwei Zufuhr- 
stunden steht also nicht nur mit der Verringerung der Aufnahme durch 
die Gewebe im Zusammenhang, sondern auch mit der Beeintrachtigung 
der Glucoseausscheidung. 


Glucose intravenos Glucose intravends 
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Abb. 3. Tetragramme der Glucose und des Himoglobins im Blute in vier Organgruppen wahrend 
der sechsstiindigen Zufuhr von Glucose in den Blutkreislauf (2g/kg Std.). Hiindin Hort. (24. XT. 1932). 
Erklirungen vgl. Abb. 1. 
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Die Stundenwerte pro g Gewebe (Tabelle IV) besagen, daB Glucose 
im starksten in der Leber absorbiert wird, und zwar 12 mg/g/Std., an 
zweiter Stelle stehen die Pfortaderorgane: 4,09 mg, dann die Kopf- 
organe: 2,21 mg, und am Ende die Organe des motorischen Systems, 
namlich mit 0,83 mg/g/Std. Auf diese Weise nimmt die Leber eines 
25 kg schweren Hundes 10,42 g, das motorische System 12,45 g, die 
Kopforgane 2,98 g und das Pfortadergebiet 5,31 g Glucose auf; mit 
dem Harn gehen stiindlich 10,94 g ab. Von den intravendés eingefiihrten 
50 g verbleiben also 7,90 g fiir die tibrigen 25% des Organismus, d. h. 
1,26 mg/g/Std. 

Die von den Organen wahrend der Glucosezufuhr ausgeworfene 
Milchséure bildet (Tabelle IV) im motorischen System 6° der gleich- 
zeitig aufgenommenen Glucosemenge, in den Kopforganen 11% und im 
Pfortadergebiet 24°. Der Wert, der uns tiber die Milchséurebildung 
aus der infundierten Glucose AufschluB gibt, ist folgender : 

Forme] ITI: 

Zuwachs d. Milchsdureauswerfung im Vergl. mit d. Niichternwert » LOO 
Zuwachs der Glucoseabsorption im Vergleich mit dem Niichternwert 
Dieses Verhaltnis gibt in Prozenten an, wieviel von dem Zuwachs der 
Glucoseaufnahme in Milchsdure iibergeht. Mit dem Niichternwert 
wird die ganze etwaige traumatische Milchsaureproduktion abgezogen 
und es verbleiben die reinen Zuwachswerte der Milchsaureauswerfung 
wahrend der Injektion. Es zeigt sich dann (Tabelle IV), daB im motori- 


schen System 5,2 %, in den Kopforganen 5,5 °% und im Pfortadergebiet 


16,4°%, des Zuwachses der Glucoseabsorption auf Milchsdéure umgesetzt 
werden kénnen und ins Blut abgehen. Dies ist also ein ganz geringer Teil. 

Da von dem in den Organismus mit dem Zucker eingefiihrten Wasser 
nur 70% sich wahrend der Infusion im Harn zeigen, ist zu erwarten, 
daB es manche Organe aus dem Blute entziehen und behalten. Dies 
erfolgt besonders im Portasystem (Zunahme der Hb-Konzentration im 
abstrémenden Blut um 5%), weniger im motorischen System (Zunahme 
um 1,6 %) und am wenigsten in der Leber (Zunahme um 0,4 %) (Abb. 3). 


E. Maltose (Abb. 4). 

Nur 65% der eingefiihrten Maltose werden ausgenutzt, also be- 
deutend weniger als ohne Narkose (Tabelle VI), der Rest erscheint 
im Harn als Maltose und Glucose. Die folgenden Werte entsprechen 
dem Versuch aus Abb. 4 und sind fiir einen 25 kg schweren Hund be- 
rechnet : 





. . i di Ae Weitere Std., 
3 Std. 4 Std. 5 Std. 6 Std. zusammen 


Maltose, g . . 0 2 15,81 14,59 15,30 | 15,47 4,95 
Glucose, g . 12 3,03 3,63 Le? 1,91 1,00 
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Ungefaihr analog zu den Erscheinungen im Blute stabilisiert sich di: 
Auswerfung der Maltose, wahrend die Elimination der Glucose eine deut 
liche erste Phase der gréBeren Auswerfung mit dem Harn in der zweite1 
Stunde der Maltosezufuhr ausweist, die sich auch in den Blutkurve: 


ein wenig zeigt (Abb. 4). 


Maltose intravenos Ma/tose intravenos 
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Abb. 4. Tetragramme der Glucose und des Himoglobins im Blute. Zua- und abflieBendes Blut 
aus den vier Organgruppen wahrend der sechsstiindigen, intravenésen Dauerzufuhr des Mal- 
Hiindin Annab. (Glucose) (17. V. 1931). Hiindin Bul. (Himoglobin) 


tosehydrats (2 gikg/Std.). 
(9. IT. 1938). Erklarungen s. Abb. 1. 


Auf 1 g Organgewebe absorbieren das Pfortadersystem, die Kopf- 
organe und das motorische System ahnliche Mengen der aus Maltose 
entstandenen Glucose, wie der Glucose, die als solche injiziert wurde 
(vgl. Kapitel D), und zwar der Reihe nach (Tabelle V) 5,48, 3,34 und 
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0,81 mg/g/Std. Nur die Leber bildet eine Ausnahme, denn sie resorbiert 
sogar bedeutend weniger als die Organe des Portasystems, namlich 
4,35mg/g/Std. Wenn man von den injizierten 50 g pro Stunde die Summ 
der durch die untersuchten Organe eingesaugten Glucose und der mit dem 
Harn beseitigten Maltose und Glucose abzieht, so ergeben sich 5,72 g 
fiir den Rest der von uns nicht untersuchten Organe, d. h. 0,92 mg/g /Std 
Da im Falle der Maltose das Blut nicht direkt auf dieses Disaccharid 
untersucht wurde, so ist die Ausnahme, die die Leber bei der Maltose- 
dauerinjektion bildet, nicht als definitiv zu betrachten. 

Fiir die geringe Teilnahme der Leber im Maltosestoffwechsel scheinen 
auch die Versuche von Hésslin und Pringshe#m zu sprechen, die gefunden 
haben, daB bei der Leberdurchstr6mung wahrscheinlich aus Maltose direkt 
kein Glucogen gebildet wird. Da ferner die Untersuchungen von Kokuryo 
fast keine Anhaltspunkte fiir die Beteiligung der Leber an der Blut- und 
Harnmaltose bieten, scheint also auch eine ausgiebige weitere Verarbeituny 
der als soleche aus dem Blute absorbierten Maltose in der Leber nicht wahr- 
scheinlich zu sein. 

Die von den Organen ausgeschiedene Milchsaure bildetim motorischen 
System 7%, in den Kopforganen 9°, und im Portagebiet 16°, der 
vom betreffenden Organ aufgenommenen Glucose (Tabelle V).  Zieht 
man von diesen Werten der Milchséure und der Glucose jene Mengen 
dieser Substanzen ab, die der Organismus schon im niichternen Zustande 
auswirft oder aufnimmt, so erhalt man leicht, so wie im vorhergehenden 
Kapitel, das Verhaltnis des Zuwachses der Milchsdureauswerfung zum 
Zuwachs der Glucoseaufnahme unter dem EinfluB der Maltosezufuhr. 
Es zeigt sich, daB 4,9° der vom motorischen System und 15,5 % der 


von den Kopforganen aufgenommenen Glucose diese Systeme in Form 
der Milchsaéure verlassen kénnen (Tabelle V). Die Zahlen sind dieselben 
wie bei der Einfiihrung der Glucose selbst. Wahrend der Maltosezufuhi 
verlassen den Organismus 54°% des mit Maltose eingefiihrten Wassers. 
Es ist schwer, dies in der Konzentration des Blut-Hb der verschiedenen 
GefaiBe wiederzufinden (Abb. 4). 


F. Intravenése Assim*lation der Saccharide wahrend der Amytalnarkose. 

Das Material iiber die Ausnutzung der vier wichtigen Zucker 
waihrend ihrer intravenésen Dauerinjektion unter denselben Bedin- 
gungen und nach derselben Vorbereitung der Tiere ist in Tabelle V1 
dargestellt. Es bezieht sich auf: 1. normale Hiindinnen, 2. Hiindinnen 
waihrend der langdauernden Amytalnarkose ohne Laparotomie und 
Blutentnahme, 3. Hiindinnen wahrend der Amytalnarkose mit Laparo- 
tomie und Blutentnahme, die von '/, bis 1 % des Kérpergewichts betrug. 

Gegeniiber der Amytalnarkose allein ohne chirurgische MaBnahmen 
und Blutentnahme zeigen alle vier Zucker keine besondere Empfindlich- 
keit, denn die durchschnittliche Gesamtassimilation, abgelesen fiir die 
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ganze Gruppe von Experimenten, ist fast dieselbe mit wie ohne Narkose. 
In welchem Grade das mit Amytal injizierte Alkali (Natronlauge) dazu 
beitragt, sei dahingestellt. Dagegen bleibt wahrend der Amytalnarkose mit 
Blutverlust und Laparotomie nur der Umsatz der Galaktose unempfind- 
lich. Die Fructose weist eine geringe Verminderung der Ausnutzung (ohne 
Narkose 93%, mit Narkose und Blutverlust 88%) auf. Am starksten 
reagiert die Glucosegruppe, d.h. die Glucose selbst und die Maltose. 


Tabelle VI. Assimilation der Kohlenhydrate unter dem EintfluB 

der langdauernden Narkose mit Natriumsalz der Isoamyliathy|- 

barbitursaure (Amytal). Zucker dauernd intravenés, wahrend 

5 bis 10 Stunden, mit Geschwindigkeit von 2 g/kg/Std. eingefiihrt. 

Durchschnittswerte aus 50 Versuchenan 40 ruhenden Hiindinnen 

unter basalen Bedingungen, nach konstanter Kohlenhydrat- 
kost, auBerhalb des Ostrus. 





Ein- Bilanz des einverl. Materials 
gefiihrte Bedingungen Eingefiihrt Entfernt Ausgenutzt Beseitigt 
Substanz 


£ g Ol, 0), 


MURINE on a Sar 236.01 19,99 91,57 8,43 
Amytalnarkose allein . . 240,27 19,07 92,06 7,94 
Amytalnarkose + Blutent- 

nahme + Laparotomie 32,56 75,81 74,95 25,05 


| Normal . . . «i 210,40 14,81 92.96 7,04 


Glucose 


Amytalnarkose allein . . 260,16 28,74 88,95 11,05 
| Amytalnarkose + Blutent- 
nahme + Laparotomie 317,32 39,01 87,71 12,29 


Fructose 


WORUASS C4 es we 124,53 94,54 24,05 75,95 
| Amytalnarkose allein . . 290,16 203.20 29.99 70.01 
| Amytalnarkose + Blutent- 

nahme + Laparotomie 250,66 188,37 24,84 75,16 


Galaktose 


Normal ...s..<«-es-s 93,10 22.08 76,29 23,71 
| Amytalnarkose allein . . 282,00 42.48 81,69 18,31 
| Amytalnarkose + Blutent- 

nahme + Laparotomie 279,90 97,62 65,13 34.87 


Maltose 


In der schweren Oppression, wie es die langdauernde Narkose 
mit Blutverlust und Laparotomie bildet, verbraucht der Organismus 
als intravenédse Nahrung aus allen angewandten Zuckern die Fruc- 
tose am besten. Die Assimilation der durch Dauerinjektion eingefiihrten 
Galaktose zeigt neben der Unempfindlichkeit auf Hungern, diatetische 
Wirkungen, Adrenalin (16) und Muskelarbeit (18), noch die Unempfind- 
lichkeit gegen Amytalnarkose mit Blutverlust und Laparotomie. 


G. Restreduktion im Blute in verschiedenen Blutgejdpen. 
In der Tabelle VII werden die Durchschnittswerte der Restreduktion 
in einer Reihe von Versuchen vor und wihrend der Zufuhr verschiedener 
Substanzen verglichen. Daraus ergibt sich erstens, daB dieser Reduktions- 
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anteil in den Blutfiltraten nach Hefeeinwirkung und Wolframat 
enteiweibung keine Veranderungen wahrend der intravenésen Infusion 
verschiedener Stoffe erfahrt, und zweitens, daB er keine charakteristi 
schen Veranderungen beim Durchgang der Organe erleidet, die auBerhall 
des Bereiches des Analysenfehlers stiinden. 


Tabelle VIL. Restreduktion des Blutes inden zu- und abfiihrenden 

BlutgefaBen der Organe. Vergleichung der ohne Dauerinfusion 

erlangten Nichternwerte mit den Werten bei intraven6ése: 

Dauerzufuhr von verschiedenenLésungen (0,9% NaCl, Natrium 

laktat, Acetaldehyd, Inosit, Glucose und Maltose). Durchschnitt 
aus reichlichem Material. 


Ausschiittung ins Blut, Beseitigung aus dem Blute. 





Restreduktion im Blute 


Werte Zufuhr Ausfuhr Bilanz 

mg-° mg-9/; mg-° 
oie: { Vor der Zufuhr .. .| v. 41,3 a. 42,6 42.3 - 0,7 
— | Wahrend der Zufuhr.| vy. 42,3 a. 41,6 43,2 — 1,0 
Motorisches {| Vor der Zufuhr .. . 42.6 41,5 = hy 
System |  Wahrend der Zufuhr . 41,6 41,2 + 0,4 
See ee Vor der Zufuhr .. . 40,9 42.1 —1,2 
\oprorgane | Wahrend der Zufuhr . 41,3 40,0 + 1,8 
Pfortader- {| Vor der Zufuhr .. . 42.6 41,3 + 1,3 
organe || Wahrend der Zufuhr . 41,6 42.3 — 0,7 


4, Glaubwiirdigkeit der Gefabbilanzen der Organe fiir Zucker. 
Man kann die Glaubwiirdigkeit der stiindlichen GefaiBbilanzen 
der Organe fiir Zucker leicht einer Priifung unterziehen, indem man 
die Summe des durch alle einzelnen Organe aufgenommenen Zuckers 
mit der Gesamtassimilation desselben Zuckers durch den ganzen 
Organismus vergleicht |Formel IT]. Dieser Vergleich wurde — in 
Tabelle VIII fiir Zucker, die auf drei Stufen der Assimilation stehen, 


Tabelle VIII. Vergleich der Gesamtassimilation des Organismus 
mit der aus den OrgangefaBbilanzen erlangten Absorption, 
wahrend der Dauerinfusion verschiedener Kohlenhydrate. 


Retention im Organ. 








aaa ny bec ‘aes Total- Gesamtassimilation 
_GCKE Crnalten | absorption aus 
. jen Gefib- 

Kohlenhvdrat Moto- . Pfort- oe eau In In 
a Si Leber | Tisches Kopf-  ader- _—-bilanzen (75 °/o  prozenten Gramm 
: System Sane  organe desOrganismus) der Zufuhr pro Std. 
mg-9', mg-9%) mg-% mg-/5 g Std. O/y g/Std. 
Galaktose + 13,5 5,25 + 19,9 + 10,4 12,81 24,04 12,02 
Maltose 9,55 + 39,4 + 22,9 27,49 65,09 32,54 
Glucose + 26,3  +382,2 17,1 31,16 77,08 38,54 
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durehgefiihrt, und zwar fiir die schwach assimilierte Galaktose, starker 


zuruckgehaltene Maltose und relativ am stirksten ausgenutzte Glucose. 
Vor allem sieht man, daB diese Abstufung der allgemeinen Assimilation 
in keinem Organsystem in derselben Weise in den direkten GefaBbilanzen 
in mg-°% des zuriickgehaltenen Zuckers) zum Ausdruck kommt. Jedes 
der Organe verhalt sich individuell gegeniiber der eingefiihrten Substanz. 
Wenn also die Assimilation eines Zuckers starker wird als die eines anderen, 
so geschieht dies nicht gleichmaBig in allen Organen. Erst wenn wir 
an diese direkten Bilanzen die Koeffizienten fiir den BlutdurchfluB 
anwenden (genau dieselben wie in Mitteilung I und IT) (22) (23) und 
die pro Stunde durch jede Organgruppe aufgenommenen Mengen 
(Tabelle III], 1V, V) zusammenaddieren, so sehen wir, daB diese Summe 
regelmaBig zur Gesamtassimilation |Formel IT] proportional ist, ob- 
wohl wir doch nur 75°, des Organismus untersucht haben. Die Galak- 
rE 


tose ergibt nur ein scheinbar unlogisches Resultat, denn die von 
des Organismus aufgenommene Galaktosemenge (vgl. Tabelle III) ist 
gréBer als die Gesamtassimilation dieser Hexose, aber 39°, der durch 
die Organe aufgenommenen Menge werden erst nach der Infusion aus- 
genutzt oder mit dem Harn ausgeschieden (siehe oben). 


Gerade dies ist der grundsitzliche Einwand, den man gegen die 
GefaBbilanzen, als Reprasentanten der Organassimilation stellen kann, 
daB sie nicht nur die assimilierte, sondern auch die bloB in Geweben 
aufbewahrte Zuckermenge registrieren. Es ist offensichtlich, daB der 
Fehler desto gr6éBer sein wird, je weniger assimilierbar die betreffende 
Substanz ist und in je gréBerer Menge sie eingefiihrt wird (Galaktose, 
Saccharose), und er wird immer kleiner, je rascher sie assimilierbar ist 
(Fructose, Glucose, Maltose) und in je kleinerer Menge sie einverleibt 
wird. Auf diesen Fehler weist die Richtung der Zuckerkurven im Blute 
hin. Wenn diese Kurven standig anwachsen, vergréBert sich die ge- 
staute Menge. Wenn sie dagegen fallen, erfolgt eine umgekehrte Er- 
scheinung, der aufgespeicherte Zucker geht wieder in das Blut 
iiber und die GefaéBbilanzen in den Organen weisen geringere Werte 
auf, als es der wirklich assimilierten Menge entspricht. Wenn sich aber 
die Kurven im Blute stabilisieren, verschwindet dieser Fehler und die 
Bilanzen werden von diesem Gesichtspunkte aus ganz getreu. 


Die in der vorliegenden Serie angewandten Koeffizienten fiir den 
BlutdurchfluB wurden eben am Beispiel der Zucker auf Stich ausgesetzt. 
Die mit ihrer Hilfe berechneten Stundenwerte der Zuckerretention in 
Organen entsprechen aber ganz gut den 75°, des Organismus, fiir die 
sie gefunden wurden, und lassen einen Rest von proportionaler GréBe 
fiir die verbliebenen 25% des Organismus iibrig. Man ist also berechtigt 


zu vermuten, daB sie der Wirklichkeit nahe sind. 
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Zusammenfassung. 


Selbst wenn Galaktose und Glucose beim lebenden Hunde nich 
peroral, sondern durch Dauerinjektion in eine periphere Vene eingefiihr' 
werden, weist immer das Lebergewebe die gréBte Zuckerabsorptio: 
aus dem Blute pro Zeiteinheit und pro Gramm Gewebe auf. Ersi 
dann kommen die Organe des Pfortadersystems, weiter die Kopf 
organe und am Ende das motorische System (alle Gewebe zusammen 
die die Extremitat bilden). 


Kine Ausnahme bildet die Leber im Maltoseumsatz, wo sie ein 
geringe Rolle zu spielen scheint, wahrend die anderen drei Organgruppen 
dieselbe Absorption wie bei Glucosezufuhr zeigen. 


Die hepatogene Glucose wird im niichternen Zustande, pro Gramm 
des entsprechenden Gewebes, am meisten durch die Kopforgane, 
weniger durch die Organe des Pfortadergebietes und am _ wenigsten 
durch das motorische System aus dem Blute eingesaugt. Dabei bildet 
die Milchsaiure, die aus den Organen ausgeschieden wird, im motorischen 
System 40 bis 60° der gleichzeitig eingesaugten Glucose, in den Kopf- 
organen 14 bis 17% und in den Pfortaderorganen 96 bis 164°. 
Aus der von auBen zugefiihrten und eingesaugten Glucose oder Mal- 
tose kénnen in denselben Organgruppen etwa 5 bis 15% als Milchsaure 
ins Blut abgehen. 


Die Absorption der durch Dauerinfusion eingefiihrten Glucose 
verlauft in den Organen nicht konstant, sondern es zeigt sich eine erste 
Phase der geringeren Absorption, die mit der gréBeren Abgabe der Glu- 
cose im Urin verbunden ist, und dann die zweite Phase der starkeren 
Absorption. 


Wahrend der Absorption der von auben zugefiihrten Galaktose 
ist der Verbrauch der Glucose durch die einzelnen Organe etwa dersel be 
wie im Niichternzustande. Die Ausscheidung der Glucose durch dic 
Leber scheint wahrend der Galaktosedauerzufuhr aufzuhéren. Etwa 
40 °% der durch die Organe wahrend der Infusion eingesaugten Galaktose 
werden erst nach der Vollendung der Infusion teilweise ausgenutzt 
und teilweise mit dem Harn beseitigt. 


Die Amytalnarkose allein scheint auf die Gesamtassimilation de1 
Zucker keinen besonderen EinfluB auszuiiben. Erst wenn der Blut- 
verlust und die Laparotomie hinzutreten, verschlechtert sich die Ge- 
samtassimilation der Glucose und Maltose betrachtlich, der Fructose 
unbedeutend und der Galaktose gar nicht. Jedenfalls ist die Fruc- 


tose der in der Amytalnarkose intravenéds am _ besten ausgenutzte 
Zucker. 
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Die Verwendung der Glaselektrode 
zur Beantwortung der Frage nach der Druckempfindlichkeit 
der Siurestufe (py) von Vollblut. 
Von 
A. Thiel und H. Gemsa. 
(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Eingegangen am 15, September 1955.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

In Verfolgung einer Anregung, die der eine von uns von Herrn 
Facharzt Dr. R. Roosen in K6éln hinsichtlich der Méglichkeit eines Zu- 
sammenhanges zwischen der bekannten Alkalisierung des Blutes bei 
Krebskranken und der Druckwirkung der Geschwiilste empfing, wurde 
der EntschluB gefaBt, diese Méglichkeit durch einen Versuch zu prifen 
Es sollte festgestellt werden, ob die Sdurestufe von Vollblut durch Druck- 
erhéhung im Sinne einer Alkalisierung verschoben wird. DaB eine solche 
Untersuchung experimentell nicht ganz einfach sein wiirde, war voraus- 
zusehen, zumal da wir sogleich mit betrachtlichen Uberdrucken (bis zu 
100 Atm.) zu arbeiten beabsichtigten. Bei der praktischen Durch- 
fiihrung der Versuche hat sich dann herausgestellt, daB die zu tiber- 
windenden Schwierigkeiten noch weit gréBer waren, als erwartet werden 
konnte. Wenn die Ergebnisse auch noch nicht zur endgiiltigen Beant- 


wortung der Ausgangsfrage hinreichen, so besitzen sie doch immerhin 


allgemeineres Interesse, und zwar nicht nur fiir den Biologen und 
Mediziner, sondern auch fiir den Physikochemiker, dessen Kenntniss¢ 
von den Glaselektroden eine erwiinschte Erweiterung erfahren dirften 

Fiir die Beziehungen des Druckes zur Saurestufe des Blutes er- 
geben sich folgende Méglichkeiten: 

a) Druck erzeugt eine irreversible oder nur langsam zurtickgehende 
Stufenverschiebung ; 

b) die Verschiebung ist praktisch momentan reversibel, daher nur 
unter Druck nachweisbar ; 

c) es tritt keine Verschiebung ein. 

Wenn Blut eine homogene Lésung ware, kimen nur die Faille b) 
oder c) in Betracht, entsprechend den bei einer Verschiebung der in 
Lésung vorhandenen Gleichgewichte (insbesondere elektrolytischer 
Art) auftretenden Volumenanderungen. Fall a) setzt dagegen voraus, 
daB sich unter Druck irgendeine Reaktion abspielt, die auBerhalb der 
normalen Gleichgewichte steht. Das wire im Blute etwa dann méglich, 
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wenn die Elektrolytgleichgewichte zwischen Serum- (oder Plasma-) 
Kolloiden und der molekulardispersen Phase oder (was wahrscheinlicher 
wire) zwischen den organisierten Blutbestandteilen (Blutkérperchen) 
ind der wasserigen Phase durch Druck eine Veranderung erlitten, die 
zum mindesten eine Zeitlang nach Aufhéren des Druckes fortbesteht 
also entweder wirklich irreversibel oder doch nur mit zeitlicher Ver- 
zogerung reversibel ist). 

Fir die Wahl des MeBverfahrens war die Absicht entscheidend 
uf alle Falle, also auch wenn der Fall a) vorlage, das Verhalten de 8 
Blutes unter Druck messend zu verfolgen, um so auch den Ablauf einer 
etwaigen Zeitreaktion beobachten zu kénnen. Damit schied die Messung 
der Saurestufe mit Hilfe von Wasserstoffelektroden aus, also dasjenige 
Verfahren, das sonst, wenn auch nur unter Beachtung besonderer 
Vorsicht, zu Messungen an Vollblut dienen kann. Denn wenn schon 
unter normalen Verhaltnissen die Potentialeinstellung in Vollblut ihre 
Kigenheiten hat, so sind bei Versuchen unter hohem Druck ganz un- 
iibersehbare Komplikationen zu erwarten. Das Chinhydronverfahren 
ist schon in Serum unzuverlissig, weil hier stérende Zeitreaktionen 
eine Rolle spielen, in Vollblut aber vollends unbrauchbar. Die Antimon- 
elektrode war zur Zeit des Beginns unserer Arbeiten noch nicht geniigend 
bewahit, um sie als Grundlage fiir genauere Messungen verwenden zu 
kénnen. Somit blieb lediglich die Messung mit Hilfe der Glaselektrode 


iibrig, obwohl auch hier noch mancherlei Zweifelspunkte der Klarung 


bedurften. 
Wir teilen zunachst mit, wie wir uns eine einwandfreie Grundlage 
fiir unsere Messungen mit der Glaselektrode verschafften. 


2. Vorversuche mit Glaselektroden. 

Obwohl iiber Glaselektroden schon recht viel gearbeitet worden 
ist!, weiB man doch noch wenig Sicheres iiber das Wesen ihrer Wirk- 
samkeit. Festzustehen scheint, daB sich zwischen den beiden Seiten 
einer Glasmembran eine Potentialdifferenz ausbildet, die der Differenz 
der Saurestufen hiiben und driiben parallel geht, also zu deren Er- 
mittlung benutzt werden kann. Bringt man demnach auf die eine Seite 
der Membran eine Lésung bekannter Stufe, so ergibt sich aus dem 
.,.Membranpotential‘* die Saurestufe der auf der anderen Seite der 
Membran befindlichen (Versuchs-)Lésung. Bekannt ist ferner, dab 
nur bestimmte Glassorten brauchbar sind, daB stark alkalische Fliissig- 
keiten (py > etwa 12) der Messung unzugiinglich sind, weil hier Stérungen 
auftreten, und da® in alkalischen Lésungen (bei py > etwa 11) die 


1 Siehe die sehr willkommene Zusammenfassung der einschlagigen 
Arbeiten durch K. Schwabe, Zeitschr. f. Elektrochem. 41, 681, 1935. 
10* 
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Kationen der Lésungsbestandteile emen deutlichen EinfluB aut cd 
Potentialbildung ausiiben. Sodann zeigt sich auch bei Verwendm 
identischer Lésungen auf beiden Seiten eine Potentialdifferenz, die als 
auf eine Verschiedenheit im Verhalten der beiden Oberflachen hinweis 
das ,,asvmmetrische Nullpotential: diese GréBe muB natiirlich fiir jed 
Membran ermittelt werden. 


Wir selbst haben nach dem Vorgange von D. A. Mac Innes wi 
M. Dole! Elektroden (Membranen) aus einem reinen Kalk-Natrongla 
mit 22°, Na,O, 6°, CaO und 72°, SiO, benutzt, nachdem Versuch 
mit Thiiringer Gerateglas die von anderer Seite gemachten Erfahrunge: 
iiber dessen Unbrauchbarkeit bestatigt hatten. 


Wir haben das Glas teils selbst im Platintiegel erschmolzen und von) 
Glasblaser daraus Réhren ziehen lassen, die weiterhin zu Elektrode: 
gefaBen verarbeitet wurden, teils zu unseren Versuchen ein Stiick Glasroh: 
verwenden kénnen, das die richtige Zusammensetzung hatte und uns vor 
der Firma Schott und Genossen in Jena (als kleiner Rest) freundlicherweis« 
zur Verfiigung gestellt wurde. Diese Art von Glas besitzt die unangenehm«: 
Eigenschaft, sehr schnell zu entglasen, und ist auch nur sehr schwer blasen 
frei zu erhalten, so daB die Herstellung einwandfreier Membranen aubBerst 
miihsam ist. Eine Abhilfe durch sonst geeignete Zusatze scheint leider nicht 
moglich zu sein, wie durchaus ungiinstige Erfahrungen mit eimer durch 
einen kleinen Zusatz von Arsen technisch verbesserten Glasprobe sonst 
gleicher Zsuammensetzung (von Schott und Genossen) lehrten. 

Die zu verwendenden Glasmembranen miissen sehr diinn sein 
Um gleichwohl eine gentigende Festigkeit zu erzielen, haben wir folgend: 
Form? benutzt, die sich durchaus bewahrt hat. 

In einer Hohlkugel von etwa 15 mm Durchmesser wurde die Wand an 
einer Stelle durch eine kleine Geblaseflamme erhitzt und hier das Glas nac! 
innen zu durch Ansaugen zu einer kleinen Halbkugel von etwa 12 mn 
Durchmesser geformt, wobei gleichzeitig die Wandstarke auf 0,02 bis 0,05 mn 
Starke verringert wurde. Die so entstehende Form ist an dem GefaB # in 
der Abb. 1 zu erkennen. Man erreicht auf diese Weise, daB die diinne 
Membran infolge ihrer Lage im GefaBinnern mechanisch relativ ge 
schiitzt ist. 

Wir haben hierbei beobachtet, was bisher nicht allgemein bemerkt 
worden zu sein scheint, daB die Glasmembran eine gewisse Mindestflachen- 
gréBe haben muB, wenn konstante und gut reproduzierbare Potential- 
einstellungen erhalten werden sollen. Wir fanden z. B., daB in unsere! 
Anordnung unkontrollierbare Schwankungen auftraten, wenn die innere, 
die diinne Membran bildende Halbkugel nur 6 mm Durchmesser besabs. 


wihrend eine VergréBerung gegeniiber unseren Normalabmessungen 
héchstens giinstig wirkte. Wir méchten glauben, daB diese Erscheinung 


1 J. Amer. Chem. Soc. 52, 33, 1930. — ? In Anlehnung an die von 
P.M. T. Kerridge, Biochem. J. 19, 612, 1925 angegebene Form. 
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iicht ohne Bedeutung fiir die (noch fehlende) endgiiltige Erklarung 
les Wesens der Glaselektroden sein wird?. 
Fiir unsere Messungen haben wir durchweg galvanische Ketten 


benutzt, die nach dem Schema 


Hg Kalomel in ges. KC] KCl ges. Vergleichspuffer Glasmembran_ Ver- 
suchslésung KC] ges. Kalomel in ges. KC] Hg 


vebaut waren. Da die Endelektroden identisch sind, kommt als Ursache 
einer EMK hier nur der Potentialsprung an der Glasmembran in Betracht, 
n untergeordnetem Grade nur jedes der beiden Diffusionspotentiale 
in der Grenze der gesittigten KCl-Lésung gegen die Vergleichspuffer- 
lésung und an der analogen Grenze gegen die Versuchslésung. Wir haben 
die genannten beiden Diffusionspotentiale vernachlassigt und nur dafiir 


gesorgt, da an diesen beiden Stellen eine wohldefinierte Grenzschicht 
erhalten blieb. Auf dieser Vernachlassigung kénnen kleine Schwankungen 
beruhen, die das ,,asymmetrische Nullpotential‘’ der Glasmembran 
zeigte. Fiir unsere Aufgabe ist unseres Erachtens diese Fehlerquelle 


belanglos. 

Die auf der Seite der saureren Lisung liegende Kalomelelektrode ist 
der negative Pol der Kette: also wenn z. B. die Vergleichspufferlésung 
die Saurestufe 4 zeigt und die Versuchslésung die Stufe 7, so ist die im 
obigen Schema rechts liegende Kalomelelektrode der positive Pol. Diese 
Tatsachen lassen sich in der Weise deuten, daB die Glasmembran be- 
vorzugt Wasserstoffionen adsorbiert, und zwar um so starker, je groéBer 
deren Konzentration in der an die Membran grenzenden Lésung ist. Dann 
muB die letztere um so starker negativ gegen die Membran geladen 
erscheinen, je saurer die Reaktion der Lésung (je kleiner ihr pu) ist 
Diese Ladungszustinde der Lésungen iibertragen sich dann auf die mit 
ihnen in leitender Fliissigkeitsverbindung stehenden Kalomelelektroden. 

Mit Riicksicht darauf, daB die Glasmembran praktisch nicht- 
leitend ist, kommt als MeBmethode fiir die hier zu bestimmenden 
Potentialdifferenzen nur ein elektrostatisches Verfahren in Frage. 
Wir entschieden uns fiir die Verwendung eines Quadrantenelektrometers 
nach Dolezalek. Die MeBschaltung wird weiter unten beschrieben. 

Obwohl fiir die eigentlichen Druckversuche ohne Bedeutung, so 
interessierte doch im Hinblick auf die iibliche Verwendung von Salz- 
zusatzen zur Verhiitung der Blutgerinnung die Frage. ob die Membran- 
potentiale in Saurestufen von p< 11 von der Art der angewandten 
Pufferlésungen abhangig sind, ob insbesondere die Art der Salzanionen 
hier eine ahnliche Rolle spielt, wie in starker alkalischen Lésungen die 


' Die Mindestgré8e ist offenbar eine Funktion der Dicke. Sehr diinne 
Membranen (wie sie Mac Innes und Dol: l. c. — verwandten) geben noch 
bei viel kleinerer Nutzflache brauchbare Einstellungen. 
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Art der Kationen. Diese Frage ist natiirlich fiir die Absolutmessung d 
Saurestufe von Blut mit Hilfe von Glaselektroden wesentlich!?. 
Wir haben eine Reihe verschiedenartiger Pufferlésungen gegen ei 
und dieselbe Vergleichslésung, und zwar immer gegen Veihbelsche L 
sung (0.01 n-HCl — 0,09 n-K¢ 
Pu 2.04) gemessen. Die Vi 
suchstemperatur betrug 18 bis 20° 
Die Ergebnisse sind in der Tabell 


@G 


zusammengestellt. Die Pufferlésu 
gen als Versuchslésungen wurd: 
immer in den Innenraum des Mer 
brangefaBes E (siehe die Abb. | 
gebracht, wahrend die Vergleichs 
lésung das GefaB EF und damit au 
die Glasmembran auBen umspult 
In Tabelle I bringt die zweit 
Vertikalspalte die Zusammensetzung 
der Versuchslésungen, Spalte 3 d 
zugehoérigen Saurestufen 
Spalte 4 unter E, die mit \ 
stoffelektroden nach dem ii 


Verfahren und unter Ausschalti 


der Diffusionspotentiale gemessenet 


Potentialdifferenzen (zu den 
differenzen, d.h. den Wer 
Spalte 3. vermindert um 


? 04, gehorig Die Spalte 





Borax 
B rsaure 


Nal] 


ol. KH, PO, 
)] Na, HPO, 
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lie gemessenen Glasmembranpotentialdifferenzen (£,), Spalte 6 endlich 
lie Differenzen BE, — FE 


asymmetrische Nullpotential**. Dieses wirkt bei uns in dem Sinne, dab 


» d.h. das fiir die benutzte Membran geltende 
lie an der konvexen Flache der Membran befindliche Lésung gegen die 
indere (also auBerhalb von F befindliche) um den Betrag von E£), E, 
negativ erscheint; um den gleichen Betrag ist also die konvexe Seite der 
Membran gegen die konkave positiv geladen. 

Wie die Tabelle I zeigt, laufen die Werte von £, und £,, un- 
abhangig von der Art und der Stufe der Versuchslésungen, sehr an 
nihernd parallel in einem Abstande von rund 11 Millivolt. Nur beim 
Benzoatgemisch zeigt sich eine etwas gréBere Abweichung. die aber 
ebenfalls ohne wesentliche Bedeutung fiir die hier zur Entscheidung 
stehende Frage ist. Jedenfalls kann man aus den Ergebnissen entnehmen, 
daB man ohne Bedenken die mit der Glaselektrode gemessenen Werte zut 
Berechnung von Saurestufen verwenden darf, ohne Riicksicht auf die 
{rt der in der Versuchslésung enthaltenen Elektrolyte. Somit stand 
auch der Verwendung der Glaselektrode fiir die von uns beabsichtigten 
Messungen an Vollblut nichts im Wege. 


Die MeBgenauigkeit bei Verwendung der Glaselektrode ergibt sich 


3ei einer Einzelmessung kénnen Einstellungs- 


aus folgenden Daten. | 
schwankungen um 1 Millivolt eintreten; abgelesen wird das Mittel 
zwischen héchster und tietster Einstellung. Bei Wiederholung der 
Messung stellt sich dieser Mittelwert mit einer Genauigkeit bis auf 

etwa 0.5 Millivolt immer wieder ein. Die in der Tabelle I verzeichneten 
Werte von E£, sind die Mittel aus je drei Einzelmessungen. Ebenso wurde 
bei den spater mitgeteilten Messungen verfahren. 

Die vorstehenden Versuche wurden mit etwas anderen Elektroden 
ausgefiihrt als die weiter unten beschriebenen Druckversuche. Wahrend 
bei diesen aus raumlichen Griinden auf méglichst gedrangte Bauart Wert 
gelegt werden mubte, benutzten wir bei den obigen Versuchen unte1 
gewohnlichem Druck zwar dasselbe MembrangefaB, aber eine einfachere 
Anordnung der Einzelteile der Ketten. Fiir die MeBergebnisse ist diese 
auBerliche Verschiedenheit ohne Bedeutung 

Mit den eben genannten Elektroden wurden auch Vorversuche an 
Vollblut angestellt, die eine Beantwortung der Frage nach dem Vorliegen 
des Falles a) gestatteten, allerdings nur bei Zimmertemperatul 

Proben von frischem Rinderblut wurden der Messung unterworfen, 
dann verschieden lange Zeit (bis zu 5 Stunden) unter Vermeidung von 
CO,-Verlusten unter Druck gesetzt (in Stickstoff von 100 Atm Druck) 
und nach Aufhebung des Druckes von neuem gemessen. Hierbei wurde 
also nur die Versuchslésung (das Blut) dem héheren Drucke ausgesetzt. 
wahrend die Elektrodenanordnung unter gewOhnlichem Druck benutzt 


Ate urde Dir Erge bnisse MaATEN rollstandia negate (hes ine lds rund un 
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mehr als 0,2 Millivolt), d. h. durch den Druck wird auch bei mehrstiindiq: 
Kinwirkung keine bleibende (irreversible oder nur langsam zuriickgehend: 
Stufendnderung hervorgerufen. Damit wird also der Fall a) ausgeschlosse1 
Die nun erforderliche Priifung auf die Falle b) und ce) machte die Aj 


wendung der speziellen Druckapparatur notwendig, die zur Dure) 


fiihrung der Messungen unter h6herem Drucke diente. Wir wenden un 
nun zu ihrer Beschreibung und gehen dabei auch auf die ganze Mel} 
methode naher ein. 


3. Die Versuche in der Druckapparatur. 
a) Elektroden und Druckgejap. 

Art und Anordnung der Einzelteile in der MeBkette sei an der Hand ck 
Abb. | erlautert. 

Rechts und links sieht man zwei gleichartige Kalomelelektroden (4) 
Bezeichnungen nur am linken Exemplar —, in denen sich iiber dem Queck- 
silber ein Gemisch von Kalomel mit Kaliumchloridkristallen befand, dariibe: 
gesiittigte KCl-Lésung, die auch die durch je einen Hahnschliff (S,) mit dem 
Unterteil verbundenen VorratsgefaBe (V) fiillte. Auf einen zweiten Schlift 
von K (s) sind die Heberrohre (aus zwei Teilen bestehend, die durch den 
Schliffhahn S, miteinander verbunden sind) aufgesetzt. Der auBere Teil 
enthalt noch einen Absperrhahn (Ha) und oben einen Hahnschliff (S 

Die offenen Enden der Heberrohre tauchen in einen Becher (J), dessen 
Bernsteindeckel (Be) das MembrangefaB (F£) tragt, und zwar so, daB das 
eine Heberrohr in die im Innern von £ befindliche Versuchslésung, das 
andere in die auBerhalb befindliche Vergleichslésung miindet. a@ ist die 
diuBere, relativ dicke (wenn auch gegeniiber dem Halsteil schon reduzierte) 
Glaswand von £, wahrend ¢ die nach innen eingezogene diinne Membran 
darstellt. Die Zuleitung zum Quecksilber in K erfolgt durch einen durch 
gehenden, eingeschmolzenen Platindraht (Pt), der von der Glaswand durch 
kleine Bernsteinstopfen isoliert ist. Im Bereich der Glaswande ist als 
lsoliermittel ausschlieBlich Bernstein, als Leitungsmaterial nur Platin zu 
verwenden. Alle Schliffe (s und S, bis §,) sind gefettet; dagegen bleibt 
Hahn Ha ungefettet, weil seine Kapillarschicht als Fliissigkeitsleituny 
dienen soll. 

Die Kette wird folgendermafen gefiillt. Bei geéffnetem Hahn Ha und 
trocken aufgesetzten Heberrohren wird aus Vo KCl-Lésung durch den 
Schliffhahn S$, eingelassen, bis die Fliissigkeit eben tiber den Hahn Ha 
steigt; dann werden S$, und Ha geschlossen. Bei geédffneten Schliffen S, 
und S, wird dann einerseits die Versuchslésung, andererseits die Vergleichs 
lésung in den Heberrohren emporgesaugt, wobei sie die kleinen Reste von 
KCl-Lésung tiber den Haihnen Ha wegspiilt. S, und S$, werden, wenn die 
Heberrohre mit den Lésungen ausgespiilt und gefillt sind, geschlossen ; 
unmittelbar vor einer Messung (oder vor dem Einbringen in das Druck- 
gefaiB) wird nur S, wieder geéffnet. Auf diese Weise erreicht man, dab die 
Versuchslésung wie die Vergleichlésung nur im kapillaren Raum der Hahne 
Ha mit der unter ihr befindlichen, spezifisch schwereren gesattigten KCl- 
Lésung in Beriihrung tritt. Fiir eine gute Potentialeinstellung ist diese 
Fixierung der Beriihrungszonen wesentlich. 

Das Gefa® # ist in seinem oberen Teile durch einen Schellackanstrich 
gegen das Uberkriechen von Ladungen geschiitzt. Ein mit kleinem Spiel- 





Druckempfindlichkeit der Saurestufe (pq) von Vollblut. 153 


raum aufgesetzter Deckel verhindert st6érende Kohlensaureverluste aus dem 
{Innenraume von £; der iiberstehende Gasraum bleibt méglichst klein. Ein 
kleiner Fliissigkeitsiiberdruck wirkt auf die konvexe Membranflache. 

Abb. 2 stellt die Kette im Innern der Druckbombe dar. Hierbei sind 
die ElektrodengeféBe (zur Raumersparnis) so gegeneinander verschoben, 
daB die beiden GefaBe AK unter sich und mit dem 
Becher (3B) die Ecken eines gleichseitigen 
Dreiecks bilden. Der Becher /} wird unter Iso- 
lierung durch Bernstein von einem Glasringe 
gehalten, der an eimes der GefiBe AK vertikal 
verschiebbar festgeklemmt wird. 

Die Druckbombe besteht aus einem Messing- 
zylinder mit |em dickem Mantel (Wa) und 
etwas dickerem Boden; sie wird unter Benut- 
zung eines Dichtungsringes (D7) von Kupfer- 
asbest mittels eines 2 em dicken Messingdeckels 
(D)nebst gleichartiger Gegenplatte verschlossen. 
Acht Stahlstabe mit 16 Muttern halten die 
hbeiden Messingplatten zusammen. Die Bombe 
ist 30cm lang und hat eine lichte Weite von 
7em. Im Deckel befinden sich zwei konische 
Bohrungen, in die unter Isolierung durch ko- 
nische Bernsteinhohlzylinder ebenfalls konische 
Kontaktstifte (A(0) eingelassen sind. Sie tragen 





oben Stromklemmen und unten Befestigungs- 
klemmen fiir die Ableitungen der Kette (A/, A/). 
An diesen Ableitungen wird die Kette frei- 








schwebend aufgehingt, so da®B sie nirgends die 
Wand der Bombe leitend beriihren kann 





(ubrigens sorgen dafiir auch noch Isolierstifte 
aus Bernstein, die seitlich herausstehen und 
das Glassystem von der Wand abhalten in 
der Abbildung weggelassen). 
In den Deckel ist weiterhin die Zufiihrung 
fiir das Druckgas eingeschraubt. Ein Nadel- 
ventil (NV) und ein Manometer (J) dienen zur 
Regelung und zum Ablesen des Arbeitsdruckes. 
Die Lage der Zufiihrungen im Deckel zeigt die } . 
Teilabbildung (unten in Abb. 2). oe. 
Die Druckbombe mit Inhalt wurde durch 4p) 9 pie Druckapparatur 
Einstellen in einen Wasserthermostaten auf 37° (1/, natiirl. Gribe) 
erwarmt. 


b) Die Mefmethode. 


Die MeBschaltung ist aus der Abb. 3 zu ersehen. Es wurde die Kom- 
pensationsmethode fiir elektrostatische Messungen benutzt. Die Spannung 
eines Akkumulators fallt iiber einen Widerstand (Stépselrheostat) von 
11111 Ohm ab. Von diesem Potentiometergefalle wird die kompensierende 
Spannung abgenommen und gegen diejenige der Glaskette (G@-—£) geschaltet, 
worauf die Zuleitung des freien Leitungsendes zu dem einen Paare des 
Quadrantenelektrometers (Q) erfolgt, wahrend das andere Leitungsende 
an Erde liegt. Geerdet ist auch das andere Quadrantenpaar. Mittels der 
gut isolierten Wippe W7 kann das nicht geerdete Quadrantenpaar abwechselnd 
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an das spannungliefernde System und an Erde gelegt werden. Die Potenti: 
meterspannung wird so lange variert, bis sich beim Umschalten die Stellun 
des beweglichen Systems im Elektrometer nicht andert. Die hierbei her 
schende kompensierende Spannung ist gleich der EMK der Glaskette. 
Die MeBgenauigkeit betragt -+- 0,1 Millivolt. Jedoch zeigen sich bs 
langerer Beobachtung der Kette (iiber etwa 1 Stunde hin) Spannungs 
schwankungen ohne bestimmte Tendenz. also offenbar zufalliger Natu: 
die 0,5 bis 1 Millivolt (vom Mittelwert aus gerechnet) ausmachen. Wi 
haben stets iiber derartig lange Zeit 
raume hin beobachtet und die dab: 
vorkommenden zufalligen Schwan 
kungen durch Mittelung ausgeschaltet 





c) Die Be handlung des Blutes. 


Im Schlachthofe unmittelbar be 
derSchlachtung ganz frisch gewonnenes 
Rinderblut wurde in einen vorher be 
reits mit einem Gerinnungsschutzmitte 
beschickten Erlenmeyer-Kolben ge 
bracht, so daB der Kolben fast ganz 
gefiillt wurde, und darin zur Auf 
lésung des Schutzmittels geschiittelt 








(natiirlich im dicht verschlossenen 
Kolben). Das Blut wurde zu allerletzt 
in die im ubrigen fertig vorbereitete 
Glaskette eingefiillt, wobei alles vermieden wurde, was einen Verlust von 
Kohlensaure beférdern konnte. Einsetzen in die Druckbombe und Erwarmen 
auf 37° wurde ebenfalls nach Méglichkeit beschleunigt. Der Temperatur- 
anstieg von Zimmertemperatur aus lieB sich an der fortlaufenden Potential- 
anderung gut verfolgen. Nach 15 Minuten war das neue Gleichgewicht 


Abb. 3. Schema der Mefischaltung. 


erreicht, das Membranpotential weiterhin konstant. 

Als Gerinnungsschutz verwandten wir zunachst Kaliumoxalat (0,2 °, 
oder Natriumfluorid (0,1°.), gaben diese Mittel aber wieder auf, weil uns 
ein so starker Zusatz von fremden Salzen bedenklich schien. Nachdem wit 
mit ,,.Novirudin** (0,015°,) keine guten Erfahrungen gemacht hatten (zu 
kurze Schutzdauer), fanden wir im ,,Liquoid Roche** ein sehr brauchbares 
Mittel, um bei Verwendung von nur 0,02 bis 0,05°, die Gerinnung mit 
Sicherheit fiir eine Dauer von 12 Stunden zu verhindern. So konnten wir 
die Verwendung des sehr teuren Hirudins umgehen. 


d) Die Ergebnisse. 
x) Vollblut gegen Standardacetat (px 4,62). (Blut innen.) 
Bei Einschaltung des Versuchsdruckes erfolgte die Potential- 
anderung sehr schnell (innerhalb von Sekunden), worauf fiir Stunden 
Konstanz eintrat. Vorher war natiirlich schon Temperaturkonstanz 
hergestellt worden. Bei der Aufhebung des Uberdruckes (die wegen 
der Gefahr des Schaumens wesentlich langsamer erfolgen muBte), ging 
die EMK sogleich wieder auf den urspriinglichen Wert zuriick oder zeigte 
in anderen Fallen eine kleine Differenz (1 bis 2 Millivolt) gegen den 


Ausgangswert, die auf einen gewissen Kohlensaureverlust hinwies, wie 
er beim Entweichen des unter Uberdruck gelésten Stickstoffs kaum 
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vermeidbar ist. Das Vorzeichen der EMK gibt hier, wie beiden folgenden 
Versuchen, die Ladung der mit der innen befindlichen Lésung (die also 
die konvexe Seite der Glasmembran bespiilt) in Verbindung stehenden 
Kalomelelektrode gegen die andere an. 

Uberdruck (Atm.): 0 50 100 

EMK (Millivolt): 153 151 150 
Kin EinfluB des Druckes ist also unverkennbar, wenn er auch im ganzen 
nur einer Stufeninderung um etwa !/,, Stufe entspricht. Die Wirkung 
liegt in dem Sinne, daB das Blut saurer wird (oder der Acetatpuffer 
ilkalischer oder beides). Um eine Entscheidung — herbeizufiihren, 
wurden weitere Versuche angestellt. 
) Veibellésung gegen Standardacetat (Veibellésung innen). 

Wahrend beim Standardacetat eine Verschiebung der Stufe mit dem 
Druck méglich scheint, weil hier ein ausgesprochenes elektrolytisches 
Gleichgewicht der Reaktion zugrunde liegt, ist eine analoge Einwirkung 
auf die Stufe der Veibel-Lésung (0,01 n-HCl + 0,09 n-KCl) unwahr- 
scheinlich. Beim Gegeneinanderschalten von Veibel-Liésung und 
Standardacetat miiBte man also den gleichen Effekt erhalten, wie in der 
Versuchsreihe «), wenn das Phinomen auf der Druckempfindlichkeit 
der Standardacetatstufe beruht. Wir fanden: 

Uberdruck (Atm.): 0 50 100 

EMK (Millivolt): - 150 153 - 154 
Das bedeutet also, daB in der Tat der Effekt auf einem Alkalischerwerden 
der Standardacetatlésung beruht (die Betrage der Anderung sind inner- 
halb der Versuchsfehler in beiden Reihen zahlenmabig gleich und von 
gleicher Richtung). Als experimentum crucis diente eine dritte Ver- 
suchsreihe. 

¥) Blut gegen Veibellésung (Blut innen). 

Wenn die aus den Versuchen unter «) und #) gezogenen Schliisse 
richtig sind, muB eine Kette mit Blut gegen Vetbel-Lésung druck- 
unempfindlich sein. Das ist in der Tat der Fall; denn wir fanden: 

Uberdruck (Atm.): 0 50 100 
EMK (Millivolt): + 313 + 314 314 
Das bedeutet aber innerhalb der Versuchsfehler Konstanz des Membran- 
potentials. 
4. Folgerungen. 


Aus den Versuchsreihen x) und y) berechnet sich unter Beruck 


sichtigung des asymmetrischen Nullpotentials die Saurestufe des Rinder- 
vollbluts zu 
153 + 11) 
a) 4,62 + ( = 4,62 + 2,67 
61,5 
314 + 11 
y) 2,04 + ( 2,04 + 5,29 
é ’ - 
61,5 
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Die vorhandene geringfiigige Differenz ist bei zwei verschiedenen Probe 
nicht auffallig. Beide Werte gelten fiir 37°. 

Uberdruck bis zu 100 Atm. ist ohne merklichen Einjlup auf die Stiure- 
stufe von Rindervollblut. Man darf daraus schlieBen, daB auch bei 
Menschenblut keine anderen Beziehungen obwalten werden. Unsere 
Frage ist also mit nur sehr bedingtem Vorbehalt im Sinne des Falles c) 
(S. 146) beantwortet. 

Daraus folgt, daB, wenn eine Wirkung des Druckes auf die Saure- 
stufe von Blut in Betracht kommen soll, dem Faktor Zeitdauer eine 
entscheidende Bedeutung zugesprochen werden miuBte, etwa in dem 
Sinne, daB durch den von uns angewandten Druck in wenigen Stunden 
nicht diejenigen Wirkungen erzielt werden kénnen, die ein gleicher 
(oder sogar auch ein geringerer) Druck bei geniigend langer Einwirkung 
erzielen kann. Das zu priifen, wird aber wegen der chemischen Ver- 
anderlichkeit von Vollblut — sofern man es nicht mit Konservierungs- 
mitteln versetzt und damit in gewissem Sinne denaturiert — aller 
Voraussicht nach nicht méglich sein. Somit bleibt die im Anfange ge- 
stellte Frage in diesem Punkte noch unbeantwortet. 


Wir sagen Herrn Facharzt Dr. Roosen fiir die materielle Unter- 
stiitzung unserer Arbeit, ohne welche die Durchfiihrung nicht még- 
lich gewesen wire, unseren besten Dank. 











